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1 Einleitung 
1.1 Zelluläre Kommunikation 
Im Verlaufe der Evolution entwickelten sich multizelluläre Organismen, in denen spezialisierte 
Zellen oder Zellsysteme (Gewebe, Organe) jeweils verschiedene Funktionen übernehmen. Da-
durch werden die Homöostase innerhalb des Organismus und eine flexible Interaktion des Orga-
nismus mit seiner variablen Umgebung gewährleistet. Die Regulation dieser Funktionen erfor-
dert eine unmittelbare und spezifische Kommunikation der einzelnen Systeme untereinander. In 
höher entwickelten Lebewesen wird diese interzelluläre Kommunikation zwischen den verschie-
denen Geweben oder Organen über eine Vielzahl von Botenstoffen vermittelt. Grundsätzlich 
erfolgt die Signalübermittlung durch Freisetzung von Signalmolekülen aus einer Senderzelle. Im 
Anschluss wird durch Bindung der Botenstoffe an spezifische Rezeptoren auf der Oberfläche der 
Empfängerzelle das extrazelluläre in ein intrazelluläres Signal umgewandelt, welches schließlich 
eine biologische Reaktion auslöst. 
Für die Signalübertragung sind verschiedene Mechanismen beschrieben [1]. Bei der endokrinen 
Signaltransduktion werden Botenstoffe in speziellen Drüsenzellen des Organismus synthetisiert 
und bei Bedarf sezerniert. In der Regel werden diese Faktoren über das Blutkreislaufsystem zu 
entfernten Zielorten transportiert, wo sie schließlich ihre Wirkung entfalten. Diese Art der 
Kommunikation wird hauptsächlich durch die glandulären Hormone vermittelt. Wichtige Ver-
treter dieser Substanzklasse sind beispielsweise die Steroidhormone. Im Gegensatz zum endo-
krinen Mechanismus bindet ein Botenstoff bei der parakrinen Signalübertragung an die Rezep-
toren benachbarter Zellen. Über Diffusion gelangen die Signalmoleküle an ihren Zielort und 
dadurch ist ihre Wirkung lokal begrenzt. Einen Sonderfall bildet dabei die juxtakrine Signal-
übermittlung. Hier besteht ein direkter Zell-Zell-Kontakt, weil der Botenstoff in der Plasma-
membran der Senderzelle verankert ist und mit einem Rezeptor auf der Zielzelle interagiert. 
Beim dritten Mechanismus, der autokrinen Signalweiterleitung, fungiert die Senderzelle gleich-
zeitig auch als Empfängerzelle. Der Botenstoff bindet sowohl an Rezeptoren benachbarter Zellen 
desselben Zelltyps als auch an Rezeptoren der sezernierenden Zelle. Parakrine und autokrine 
Signaltransduktion werden insbesondere durch die sog. Gewebshormone vermittelt [1]. Im Un-
terschied zu den glandulären Hormonen werden diese Signalmoleküle erst bei Bedarf von im 
Gewebe verstreuten Zelltypen synthetisiert. Ihre Wirkung entfaltet sich bereits bei minimalen 
Konzentrationen im nano- bis picomolaren Bereich entweder in additiver, synergistischer oder 
Einleitung 
 
2 
antagonistischer Weise. Die Gewebshormone werden unterteilt in Nicht-Polypeptide und 
Polypeptide. In der Gruppe der Nicht-Polypeptide befinden sich die biogenen Amine, 
Eikosanoide, Gase und einige Neurotransmitter. Die Gruppe der Polypeptide gliedert sich in 
Wachstumsfaktoren (z. B. epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor (TGF), 
platelet derived growth factor (PDGF)), Chemokine (z. B. macrophage inflammatory protein 
(MIP), monocyte chemoattractant protein (MCP), CXC-Chemokine) und Zytokine (Interferone, 
Interleukine, koloniestimulierende Faktoren, Tumornekrosefaktoren). Andere Einteilungen 
definieren die Gruppe der Polypeptide als Zytokine, welche Interleukine, Interferone, Wachs-
tumsfaktoren und Chemokine als Untergruppen umfasst [2]. 
Die vorliegende Arbeit unterscheidet zwischen Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Während 
Wachstumsfaktoren sinngemäß das Wachstum und die Differenzierung verschiedener Zelltypen 
oder Zellsysteme beeinflussen, wirken Zytokine in erster Linie auf Zelltypen des Immun- und 
blutbildenden Systems. Zytokine sind deshalb an der Immunantwort beteiligt und modulieren 
außerdem aufgrund ihrer pro- und anti-inflammatorischen Effekte Entzündungsreaktionen. Ge-
meinsam mit den Wachstumsfaktoren steuern die Zytokine nach einer Gewebeverletzung maß-
geblich den regenerativen Prozess der Wundheilung. Dabei überlappen teilweise die Effekte der 
verschiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokine (Redundanz). Neben dieser redundanten Wir-
kung induzieren einige Mediatoren verschiedene Effekte in unterschiedlichen Zielzelltypen oder 
Zielgeweben (Pleiotropie). 
Aufgrund ihrer Wirkungsweise und ihrer fundamentalen Bedeutung für die Homöostase des 
Organismus kann eine Fehlregulation der Signaltransduktion von Zytokinen zu chronisch- 
entzündlichen Erkrankungen sowie zur Entartung von Zellen führen [3, 4]. 
1.1.1 Klassifizierung der IL-6-Typ-Zytokine 
Eine eindeutige Klassifizierung von Zytokinen nach ihrer biologischen Funktion ist aufgrund 
ihrer pleiotropen und redundanten Effekte schwierig. Deshalb basiert eine Einteilung zumeist auf 
strukturellen Gemeinsamkeiten und/oder auf der Nutzung einer bestimmten Rezeptoruntereinheit 
[5, 6]. Zur Familie der Interleukin-6-Typ-Zytokine gehören Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-11 
(IL-11), leukemia inhibitory factor (LIF), Oncostatin M (OSM), ciliary neurotrophic factor 
(CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1), cardiotrophin-like cytokine (CLC), Neuropoetin (NP) sowie 
Interleukin-27 (IL-27) [2, 7, 8]. Diese Zytokine weisen, abhängig von ihrem Glykosylierungs-
zustand, ein Molekülgewicht von 25 – 45 kDa (IL-6 bzw. LIF) auf. Die Familienmitglieder 
besitzen eine langkettige, antiparallele 4α-Helixbündel-Struktur (Abb. 1.1 A und B) [2]. Als 
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Ausnahme gilt das heterodimere IL-27, bei dem nur die Untereinheit p28 eine Helixbündel-
Struktur ausbildet [9]. Priorität bei der  Klassifizierung der IL-6-Typ-Zytokine hat indessen die 
Beteiligung eines ubiquitär exprimierten, transmembranen Glykoproteins mit einem Molekülge-
wicht von 130 kDa (gp130) an der Signaltransduktion (Abb. 1.1 C) [2]. 
 
Abbildung 1.1 – IL-6-Typ Zytokine: A) Schematische Darstellung der antiparallelen 4α-Helixbündel-Struktur von 
IL-6-Typ-Zytokinen: Die vier langkettigen α-Helices A (rot), B (blau), C (gelb) und D (grün) mit Verbindungsschleifen 
(grau) sind dargestellt. B) 3D-Struktur von IL-6 (nach [7]): Neben den vier α-Helices sind die Rezeptor-
Bindungsepitope von IL-6 (site I, site II, site III) gezeigt, welche durch die räumliche Faltung des Zytokins entstehen 
(Brookhaven Datenbank Nummern für IL-6 ist 1IL6). C) IL-6-Typ Zytokine und ihre Rezeptorkomplexe: Alle IL-6-Typ 
Zytokine verwenden die Rezeptoruntereinheit gp130 zur Signaltransduktion. Dies geschieht entweder durch ein 
gp130-Homodimer oder durch ein Heterodimer aus gp130 und LIF-Rezeptor, OSM-Rezeptor oder WSX-1. Zytokine 
wie IL-6, IL-11, CLC, CNTF und NP benötigen für die Signalübertragung zusätzlich noch die α-Rezeptoren IL-6Rα,  
IL-11Rα, bzw. CNTFRα. 
 
IL-6 Typ-Zytokine nutzen für die Signaltransduktion den Rezeptor gp130 
Gp130 gehört zu den Klasse-I-Zytokinrezeptoren und fungiert als signalübertragende Unter-
einheit im Zytokin-aktivierten Rezeptorkomplex (Abb. 1.2 A). Der extrazelluläre N-terminale 
Bereich besteht aus β-Faltblatt-Strukturen. Er teilt sich in sechs Domänen (D1-D6). Zwei dieser 
Domänen (D2 und D3) bilden ein konserviertes Zytokin-Bindungs-Modul (ZBM), welches vier 
essentielle Cysteine (D2) und ein WSXWS-Motiv (D3) enthält. Auch die Immunglobulin-
C
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ähnliche Domäne (D1) besitzt eine Funktion bei der Zytokin-Bindung. Im Anschluss an das 
ZBM folgen drei Fibronektin-Typ-III-ähnliche Domänen (D4-D6) [7, 10]. Die Transmembran-
region besteht überwiegend aus hydrophoben Aminosäuren gefolgt vom zytoplasmatischen Teil, 
welcher membranproximal eine konservierte box1/box2-Region enthält. Da gp130, wie alle 
Klasse-I-Zytokinrezeptoren, keine intrinsische Kinaseaktivität besitzt, ist diese Region für die 
Assoziation mit Tyrosinkinasen der Janus-Kinase-Familie und damit für die Signalkompetenz 
des Rezeptors unerlässlich [11, 12]. Im Anschluss folgt ein Di-Leucin-Motiv, welches eine 
wichtige Rolle bei der Rezeptor-Internalisierung spielt [13]. Von größter Bedeutung im 
zytoplasmatischen Teil des Rezeptors sind jedoch fünf Tyrosinreste, die im phosphorylierten 
Zustand intrazelluläre Signalkaskaden induzieren [2, 14]. Alle Mitglieder der IL-6-Typ-Zytokin-
Familie nutzen mindestens ein gp130-Molekül zur Umwandlung ihrer Information in ein intra-
zelluläres Signal. Sie induzieren eine Aktivierung des Rezeptorkomplexes über eine 
Dimerisierung der signalübertragenden Rezeptoruntereinheiten. Während die meisten Familien-
mitglieder über Heterodimere aus gp130 und strukturell verwandtem LIF-Rezeptor (LIF, CNTF, 
CT-1, CLC und NP), OSM-Rezeptor (OSM) oder IL-27-Rezeptor (IL-27) agieren, bewirken nur 
IL-6 und IL-11 eine Ausbildung von gp130-Homodimeren [15, 16]. 
Allerdings erfordert die Homodimerisierung von gp130 das Vorhandensein eines Zytokin-spezi-
fischen α-Rezeptors. Auch die durch CNTF, CLC und NP induzierte Heterodimerisierung benö-
tigt die Vermittlung über einen α-Rezeptor [7]. Der α-Rezeptor ist ähnlich aufgebaut wie gp130, 
jedoch fehlen ihm die Fibronektin-Typ-III-ähnlichen Domänen (Abb. 1.2 A). Aufgrund einer 
sehr kurzen zytoplasmatischen Domäne ist er signalinkompetent [17]. Seine Funktion besteht in 
der selektiven Bindung des Zytokins unter Ausbildung eines Komplexes, welcher eine hohe 
Affinität zur signalübertragenden Rezeptor-Untereinheit besitzt. Eine zelltypgebundene Ex-
pression des α-Rezeptors unterstützt deshalb den Organismus bei der Feinabstimmung der inter-
zellulären Kommunikation. Beispielsweise fungiert der IL-6-Rezeptor-α (IL-6Rα) im Vergleich 
zum ubiquitär exprimierten gp130 als limitierender Faktor bei der Sigaltransduktion von IL-6, da 
er hauptsächlich auf Hepatozyten, Neutrophilen, Monozyten/Makrophagen und einigen Lym-
phozyten exprimiert wird [16]. Zusätzlich existiert der humane IL-6Rα (gp80) sowohl in einer 
membranständigen als auch in einer löslichen Form (sIL-6Rα), welche entweder durch alternati-
ves Spleißen der entsprechenden mRNA oder gezielte Proteolyse (shedding) entsteht [18]. Er 
bildet im Komplex mit IL-6 ein agonistisches Molekül, welches Zellen mit gp130 aber ohne 
einen membranständigen IL-6Rα stimulieren kann. Diese Art der Rezeptoraktivierung (trans-
signalling) bietet somit eine weitere Möglichkeit zur Regulation der Signalübertragung [19, 20]. 
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Abbildung 1.2 – Struktureller Aufbau der IL-6-Typ-Zytokin-Rezeptoren und Beteiligung der verschiedenen Do-
mänen an der Ausbildung des aktivierten Rezeptorkomplexes (nach [21-23]): A) gp130 und IL-6-Rezeptor-α  
(IL-6Rα oder gp80) formen mit IL-6 einen hexameren Rezeptorkomplex: gp130 besteht aus sechs extrazellulären 
Domänen (D1-D6), einer Transmembrandomäne und einem zytoplasmatischen Teil (ZT). IL-6Rα zeigt einen ähn-
lichen strukturellen Aufbau. Wichtig für die Ausbildung eines aktivierten Rezeptorkomplexes ist die ungehinderte 
Interaktion von drei Bindungsepitopen (site I-III; siehe Sterne) des IL-6 mit den jeweiligen Domänen der Rezep-
toren (weitere Erläuterung siehe Text). B) LIF und OSM benötigen keinen α-Rezeptor und formen trimere akti-
vierte Rezptorkomplexe mit dem LIF- bzw. OSM-Rezeptor (LIF-R bzw. OSM-R): LIF-R und OSM-R zeigen grund-
sätzlich einen homologen Aufbau wie gp130. Sie besitzen allerdings zusätzliche Domänen (D1 und D2 bei LIF-R;  
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D1 bei OSM-R). Beim LIF-R formen diese Domänen ein zusätzliches ZBM. Für die Zytokin-Bindung ist die Interaktion 
der Rezeptor-Untereinheiten mit site II und site III von LIF oder OSM essenziell (weitere Erläuterung siehe Text). 
 
Aufbau der Rezeptorkomplexe 
Die IL-6-induzierte Homodimerisierung von gp130 führt zur Ausbildung eines hexameren 
Rezeptorkomplexes aus zwei gp130-Molekülen mit jeweils assoziiertem IL-6Rα/IL-6-Komplex 
(Abb. 1.2 A) [21]. Für diesen dreistufigen Prozess ist das Vorhandensein von drei konservierten 
Bindungsepitopen (site I, II und III) im IL-6 essenziell (Abb. 1.1 B und 1.2 A). Im ersten Schritt 
bindet Epitop I an das ZBM des IL-6Rα. Diese Interaktion führt zur Ausbildung eines Komposit-
Epitops, an dem Epitop II und D3 des IL-6Rα beteiligt sind. Das Komposit-Epitop assoziiert im 
nächsten Schritt mit dem ZBM eines gp130 und es bildet sich ein trimerer Komplex. Ab-
schließend interagiert Epitop III ebenfalls als Komposit-Epitop mit der Ig-ähnlichen-Domäne 
(D1) von gp130 eines zweiten trimeren Komplexes.  
Die Zytokine LIF, OSM und IL-27 benötigen im Gegensatz zu IL-6, IL-11, CNTF, CLC und NP 
zur Dimerisierung von signalkompetenten Rezeptor-Untereinheiten keine α-Rezeptoren. LIF 
oder OSM bewirken die Ausbildung trimerer Rezeptorkomplexe, welche aus dem Signalmolekül 
und den zwei signalübertragenden Rezeptor-Untereinheiten gp130 und LIF-Rezeptor (LIF-R) 
bzw. OSM-Rezeptor (OSM-R) bestehen (Abb. 1.2 B). Humanes OSM (hOSM) induziert zusätz-
lich gp130/LIF-R-Dimere [7]. Entscheidend für die Komplexbildung sind in diesem Fall Epitop 
II und III der jeweiligen Zytokine, die eine Assoziation mit gp130 und LIF-R oder OSM-R ver-
mitteln [22, 23].  
1.1.2 IL-6-Typ-Zytokine aktivieren den JAK/STAT- und den MAP-Kinase-Signalweg 
Nach Formierung des Rezeptorkomplexes beginnt die intrazelluläre Signaltransduktion mit der 
Aktivierung von Janus-Kinasen (JAK 1, JAK2 oder TYK2). JAKs sind Tyrosinkinasen mit 
einem Molekülgewicht von 120 – 140 kDa und konstitutiv mit dem zytoplasmatischen Teil 
(box1/box2-Region) der signalübertragenden Rezeptor-Untereinheiten assoziiert. Durch die 
Rezeptorkomplexbildung kommen die Kinasen in räumliche Nähe, phosphorylieren (aktivieren) 
sich gegenseitig und im Anschluss die im zytoplasmatischen Teil vorhandenen Tyrosinreste [24]. 
Die phosphorylierten Tyrosinreste fungieren als Bindungsstellen intrazellulärer Signalproteine 
und damit als Initiatoren und Regulatoren unterschiedlicher Signalwege (Abb. 1.3). 
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Abbildung 1.3 – Aktivierte Signalwege der IL-6-Typ-Zytokine nach Rezeptordimerisierung: Durch die 
Dimerisierung der Rezeptor-Untereinheiten (UE1/2) gelangen die Januskinasen (JAKs) in räumliche Nähe, 
phosphorylieren (aktivieren) sich gegenseitig und anschließend essentielle Tyrosin-Reste im zytoplasmatischen Teil 
der Rezeptoren. Die phosphorylierten Tyrosine dienen als Andockstellen für intrazelluläre Signalüberträger.  
A) JAK/STAT-Weg: Signaltransducers and activtors of transcription (STATs) binden an den Rezeptorkomplex und 
werden durch die JAKs phosphoryliert. Aktivierte STATs dissoziieren vom Rezeptor, dimerisieren und wandern in 
den Zellkern (Translokation). Dort binden sie an die Promotoren ihrer Zielgene und aktivieren deren Transkription. 
B) mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweg: Über die Bindung von SHP2 und weitere Adapterproteine 
wird das Signal auf die Ras/Raf/MAPK-Kaskade übertragen.  Die MAP-Kinasen extracellular-regulated kinase 1 und 
2 (ERK1/2) wandern ebenfalls in den Zellkern und aktivieren dort entsprechend Transkriptonsfaktoren, welche die 
Genexpression beeinflussen. 
 
JAK/STAT-Signalweg 
Von zentraler Bedeutung bei den IL-6-Typ-Zytokinen ist der JAK/STAT-Weg [7]. Signal 
transducers and activators of transcription (STATs) sind Transkriptionsfaktoren mit Molekül-
gewichten zwischen 90 und 115 kDa. Die STAT-Familie umfasst sieben Mitglieder: STAT 1, 2, 
3, 4, 5a, 5b, 6. Alle Mitglieder dieser Familie bestehen aus sechs konservierten Domänen 
(aminoterminale Domäne, coiled-coil-Domäne, DNS-Bindedomäne, Linkerregion, src-
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homology2- (SH2-) Domäne, Transaktivierungsdomäne) [25]. Für die IL-6-Typ-Zytokin-
Signaltransduktion sind STAT1, STAT3 und STAT5 von Interesse [7]. Nach 
Rezeptoraktivierung binden sie mittels ihrer SH2-Domäne spezifisch an phosphorylierte 
Tyrosinmotive im zytoplasmatischen Teil der Rezeptor-Untereinheit [14]. Dadurch gelangen sie 
in räumliche Nähe zu den JAKs, die im Anschluss einen essenziellen Tyrosinrest im  
C-terminalen Bereich des STAT-Proteins phosphorylieren [26]. Aktivierte STATs dissoziieren 
vom Rezeptor und bilden Homo- oder Heterodimere, aufgrund einer wechselseitigen Interaktion 
zwischen ihren SH2-Domänen und phosphoryliertem Tyrosin. Die STAT-Dimere reichern sich 
im Zellkern an (Translokation), wo sie mittels ihrer DNS-Bindedomänen an sog. enhancer Ele-
mente in den Promotoren ihrer Zielgene binden und deren Transkription regulieren [27]. Unter 
den Zielgenen befindet sich auch SOCS (suppressor of cytokine signalling), ein klassischer 
Rückkopplungs- (feedback-) Hemmer des JAK/STAT-Signalweges. SOCS-Proteine inhibieren 
den Signalweg, indem sie an die katalytisch aktiven Bereiche der JAKs binden, STAT rekrutie-
rende Phosphotyrosinmotive des Rezeptors maskieren oder eine Mono-Ubiquitinylierung bewir-
ken und damit den Abbau der Rezeptoren induzieren [28-32]. Die Endozytose und anschließende 
lysosomale Degradation des aktivierten Rezeptorkomplexes wird als Beitrag zur 
Signaltermination diskutiert [2], allerdings scheint eine Internalisierung der Rezeptoren eher 
konstitutiv als Liganden-vermittelt zu sein [33, 34]. Eine weitere Möglichkeit der 
Signaltermination besteht in der Interaktion von STAT-Dimeren mit protein inhibitors of 
activated STATs (PIAS), welche die DNS-Bindung verhindern [35, 36]. Eine Rekrutierung der 
SH2-domain containing Tyrosinphosphatase (SHP2) beeinflusst ebenfalls die Aktivität des 
Rezeptorkomplexes, indem durch die Phosphatase-Aktivität die phosphorylierten Tyrosinreste 
wieder dephosphoryliert werden [37]. SHP2 ist deshalb Gegenspieler der JAKs. 
MAP-Kinase Signalweg 
Die Tyrosin-Phosphatase SHP2 besitzt allerdings auch eine Schlüsselfunktion in der Auslösung 
eines weiteren Signalweges, der mitogen-activated protein kinase- (MAPK-) Kaskade, bei der 
SHP2 gp130 und LIF-R mit dem Adapter-Protein Grb2 (growth-factor-receptor-bound protein) 
verbindet [38, 39]. Diese Verbindung wird im Falle des OSM-R durch Shc (SH2 and collagen-
homology-domain-containing protein) vermittelt [40]. Grb2 ist mit dem Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor Sos (son of sevenless) assoziiert. Dieser bewirkt die Umwandlung von Ras-
GDP zu Ras-GTP. Ras-GTP induziert im Anschluss die MAPK-Kaskade durch Aktivierung der 
Serin/Threonin-Kinase Raf. Am Ende dieser Kaskade translozieren MAP-Kinasen, die 
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extracellular signal regulated kinases (ERK1/2), in den Zellkern und aktivieren dort bestimmte 
Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von Zielgenen beeinflussen [41, 42]. 
1.1.3 Biologische Funktionen von IL-6, LIF und OSM 
Aufgrund der Expression von gp130 in nahezu allen Zelltypen des Organismus besitzen IL-6-
Typ-Zytokine eine Vielfalt an biologischen Aktivtäten. Sie steuern die Entzündungsreaktionen 
und/oder Immunantwort nach Verletzungen bzw. Infektionen. Typische Sender- und Empfänger-
zellen sind Zellen des Immunsystems z. B. Neutrophile, Monozyten/Makrophagen, Mastzellen, 
B-Zellen und T-Zellen. Dabei zeigen die verschiedenen Vertreter der IL-6-Familie trotz homolo-
ger Struktur und gemeinsamer Verwendung von gp130 sowohl pro- als auch anti-
inflammatorische Effekte. Die dennoch spezifische Wirkung der jeweiligen Zytokine wird durch 
die zelltypspezifische Expression der weiteren Rezeptoruntereinheiten (α-Rezeptor, LIF-R, 
OSM-R oder WSX1) erreicht [3, 7, 43]. 
Der Entzündungsprozess ist ein wichtiger Bestandteil bei der Gewebe-Regeneration nach einer 
Verletzung und unterstützt die Wiederherstellung des homöostatischen Gleichgewichts [3, 44, 
45]. Interleukin-6 (IL-6) übernimmt hierbei eine zentrale Funktion. So löst es in der Leber die 
Akut-Phase-Reaktion aus. Infolgedessen reagieren Hepatozyten mit der Ausschüttung von Akut-
Phase-Proteinen, welche einen Wundheilungsprozess begünstigen und weiteren Gewebeschädi-
gungen entgegenwirken [266, 267]. Ferner wird die Reifung von Makrophagen und deren 
Zytokin-Sekretion durch IL-6 entscheidend beeinflusst. Außerdem unterstützt IL-6 das Wachs-
tum und die Differenzierung von B-Zellen zu Antikörper-produzierenden Plasmazellen [2, 268]. 
Ebenso induziert es gemeinsam mit TGF-β die Differenzierung von T-Helfer-Zellen (Th-Zellen) 
zu Th17-Zellen, welche als IL-17 produzierende Zellen eine wichtige Funktion bei der Regulati-
on des Entzündungsprozesses und der Immunantwort besitzen [269]. Darüber hinaus steuert IL-6 
die Proliferation der glatten Gefäßmuskulatur durch Induktion der PDGF-Produktion. Am Herz-
muskel wirkt IL-6 negativ ionotrop [17, 268]. Auch an der Proliferation von Mesangialzellen 
und Keratinozyten ist IL-6 beteiligt [2]. Ebenso wie andere IL-6-Typ-Zytokine besitzt IL-6 
außerdem eine Funktion beim Knochenumbau und beeinflusst Osteoklasten, Osteoblasten, 
Osteozyten, Chondrozyten und Gelenk-Fibroblasten [46].  
Der Name des leukemia inhibitory factor (LIF) basiert auf der Fähigkeit dieses Signalproteins, 
die Proliferation von Leukämie-Zellen in vitro zu hemmen und deren Differenzierung zu reifen 
Makrophagen zu induzieren [270-272]. Eine im Vergleich dazu gegensätzliche aber aus techno-
logischer und biologischer Sicht besonders interessante Funktion von LIF ist seine Fähigkeit, die 
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Differenzierung totipotenter embryonaler (muriner) Stammzellen zu unterdrücken [273], wes-
halb es bei der Stammzellen-Kultivierung Verwendung findet [164-166]. Auch die Implantation 
von Embryonen wird entscheidend von LIF beeinflusst. Bei Mäusen mit deletiertem LIF-Gen 
können sich normal entwickelte Blastozysten nicht in der Plazenta einnisten [274]. Darüber 
hinaus besitzt LIF eine Reihe weiterer Funktionen. Ebenso wie IL-6 induziert LIF in 
Hepatozyten die Ausschüttung von Akut-Phase-Proteinen [273]. LIF gilt außerdem als ein zent-
raler Faktor bei der Regulation der Hämatopoese [50]. Auch die Differenzierung von Adipozyten 
wird durch LIF beeinflusst [275, 276]. Dagegen blockiert LIF die Differenzierung von 
Myoblasten. Er fungiert bei Muskelverletzungen als Traumafaktor und fördert scheinbar die 
Rehabilitation des Muskelgewebes [47]. Eine Regeneration des Myocardiums wird zumindest 
bei Mäusen durch LIF induziert [48]. Ebenfalls kann der Bindegewebsmetabolismus durch LIF 
moduliert werden [49]. Darüber hinaus interagiert LIF mit neuronalem Gewebe und Nierenge-
webe. Außerdem beeinflusst LIF in vielfältiger Weise endokrine Organe oder deren Zielgewebe 
[50]. In Mäuseaugen reguliert LIF die Kapillardichte in der Retina durch Modulation der 
vascular endothelial growth factor (VEGF)-Expression [51]. 
Oncostatin-M (OSM) trägt seinen Namen aufgrund einer starken wachstumsinhibierenden Wir-
kung auf Tumorzelllinien. Wie alle IL-6-Typ-Zytokine spielt es eine Rolle bei der Expression 
von Akut-Phase-Proteinen [277, 278]. Allerdings scheint OSM eher anti- als pro-
inflammatorisch zu wirken [44]. Ähnlich wie IL-6 und LIF steigert OSM ebenfalls die Menge an 
zirkulierenden Thrombozyten, indem es die Proliferation und Reifung von Megakaryozyten 
stimuliert. Auch die Proliferation von Fibroblasten wird durch OSM gefördert [278]. OSM mo-
duliert in Fibroblasten ferner die Synthese von Metalloproteinasen (MMPs), welche eine Funkti-
on beim Umbau der Extrazellulärmatrix besitzen [56-58]. Keratinozyten reagieren ebenso auf 
einen OSM-Stimulus und dieser Effekt modifiziert die Dicke der Epidermis [55]. OSM induziert 
außerdem eine VEGF-Expression in Zellen des Nervensystems (Astrozyten) und Kardio-
Myozyten [52, 53]. Weiterhin beeinflusst OSM die Proliferation und Differenzierung von vasku-
lären Endothelzellen [278]. Damit zusammenhängend fördert OSM die Expression von 
Angiopoietin-2 in Endothelzellen, welches wiederum die Angiogenese fördert [54]. Besonders 
die Effekte von OSM und LIF ähneln sich stark. Dies ist jedoch nicht verwunderlich, da OSM 
für seine Signaltransduktion ebenfalls an den (murinen) LIF-R binden kann [44, 279]. Bei-
spielsweise reguliert OSM in ähnlicher Weise wie LIF die Muskelregeneration [59]. 
Aufgrund ihrer vielfältigen Fähigkeiten sind die IL-6-Typ- oder gp130-aktivierenden Zytokine 
häufig im Fokus therapeutischer Ansätze [43]. 
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1.2 Biomaterialien 
Laut ursprünglicher Definition nach Williams [60] beschreibt der Begriff „Biomaterial“ einen 
natürlichen oder synthetischen Werkstoff, welcher über die Grenzfläche zu biologischen Syste-
men eine Beurteilung, Behandlung, Unterstützung oder Ersatz von Geweben, Organen oder 
Körperfunktionen erlaubt. Eine modernere Definition [61] umfasst neben den klassischen Werk-
stoffen (Metall, Keramik, synthetische Polymere) ebenfalls Biopolymere, selbstorganisierende 
Systeme (self assembled systems), Kohlenstoffnanoröhrchen (carbon nanotubes), Nanopartikel 
und Quantenpunkte (quantum dots). In dieser Definition werden die Entwicklungen und Fort-
schritte auf den Gebieten Gewebekonstruktion (tissue engineering), Medikamenten-Transport 
und -Freisetzungs-Systeme (drug delivery and release systems), Zellmusterbildung (cell 
patterning), Organ-Druckverfahren (organ printing) und Nanotechnologie berücksichtigt. Folg-
lich ist ein Biomaterial ein konstruiertes Material, welches durch Steuerung der Interaktion mit 
Komponenten biologischer Systeme, allein oder als Teil einer komplexen Anordnung, den Ver-
lauf therapeutischer oder diagnostischer Behandlungsmethoden in der Human- oder Veterinär-
medizin regelt [61]. 
Biomaterialien sind deshalb häufig Teil medizinischer Systeme, welche eine oder mehrere Funk-
tionen des biologischen Systems zeitweise oder dauerhaft ersetzen. Diese Biofunktionalität 
beinhaltet Lastübertragung (Knochenfunktion), Gelenkersatz, Transport von Körperflüssigkeiten 
(Blut, Lymphe und Harn), optische und akustische Übertragung sowie die (kontrollierte) Freiset-
zung von Medikamenten [62]. Konkrete Beispiele für die Vielfalt an Systemen mit biofunktio-
nellen Eigenschaften sind Knochenschraube, Leistenbruchnetz, Hüftprothese, Zahnimplantat und 
-prothese, Katheter, Gefäßprothese, Gefäßstütze (stent), Hämodialyse- und Plasmapherese-Gerät, 
künstliche Herzklappe, Herzschrittmacher, implantierbarer Defibrillator, Herzlungenmaschine, 
Gerüst zur Gewebe-Rekonstruktion oder zur Konstruktion bioartifizieller Organe, Kontaktlinse, 
Cochlea-Implantat, Biosensor und Insulinpumpe [63-65]. Verbandsmaterial wie z. B. ein Heft-
pflaster besitzt ebenfalls biofunktionelle Eigenschaften, indem es eine Wunde verschließt und 
kurzfristig die Schutzfunktion der Haut übernimmt. Kosmetische Implantate (z. B. Brustimplan-
tat oder Piercings) substituieren streng genommen keine Biofunktion, interagieren aber dennoch 
mit dem umliegenden Gewebe. Der Kontakt über eine Oberfläche oder Grenzfläche zum biologi-
schen System ist die Gemeinsamkeit aller genannten Beispiele. Dieser wird durch einen biokom-
patiblen Werkstoff, dem Biomaterial, vermittelt. 
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1.2.1 Biokompatibilität 
Die Biokompatibilität ist ein wichtiges Kriterium für ein Biomaterial. Sie ist definiert als die 
Fähigkeit eines Werkstoffes in einer bestimmten Anwendung mit adäquater Wirt-Reaktion zu 
funktionieren [60]. Ein Biomaterial besitzt demnach die Aufgabe, durch aktive Wechselwirkung 
mit dem biologischen System eine erwünschte Reaktion zu erzielen [66]. Typische Wechselwir-
kungen von Biomaterial mit Gewebe und die daraus resultierenden Gewebereaktionen sind in 
Tabelle 1.1 zusammengefasst [67]: 
Tabelle 1.1: Durch Biomaterialien hervorgerufene Gewebereaktionen (nach [67]). 
Biomaterial Gewebereaktion 
Toxisch Gewebenekrose 
Inert Gewebe bildet eine nicht-adhärente Bindegewebskapsel um das Biomaterial 
Degradier- /resorbierbar Gewebe ersetzt Biomaterial 
Bioaktiv Gewebe bildet eine Bindung mit dem Biomaterial aus 
 
Aufgrund seiner Definition ist der Begriff „biokompatibel“ vielseitig verwendbar [64, 68]. So 
könnte prinzipiell ein toxischer Werkstoff als biokompatibel bezeichnet werden, wenn z. B. eine 
Nekrose lokal im Gewebe tolerierbar oder sogar Ziel der Anwendung ist. Ebenfalls gilt ein 
Werkstoff nicht generell als „biokompatibel“, sondern ist immer abhängig von seiner gewünsch-
ten Funktion. Beispielsweise wäre ein Werkstoff mit einer protein- und zellabweisenden Ober-
fläche besonders gut geeignet für die Auskleidung von Gefäßprothesen oder Schläuchen und 
damit biokompatibel. Soll derselbe Werkstoff jedoch stabil in ein Gewebe integriert werden, 
wäre seine zellabweisende Eigenschaft wenig hilfreich und der Werkstoff in diesem Fall nicht 
biokompatibel. Die Biokompatibilität besteht daher aus zwei Aspekten: a) die Biosicherheit, d.h. 
das Material verursacht keine negativen Effekte im biologischen System, besitzt also kein uner-
wünschtes zytotoxisches, mutagenes oder kanzerogenes Potential und b) die Biofunktionalität, 
d.h. die Eignung des Materials und des gesamten medizinischen Systems, seine beabsichtigte 
Funktion zu erfüllen [63, 68]. 
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1.2.2 Vorgänge an der Grenzfläche Material/Zelle nach Implantation 
Von enormer Bedeutung für die Biokompatibilität nach Einbringung des Biomaterials in die in 
vivo Umgebung durch Injektion, Insertion oder Implantation sind die Vorgänge an der Grenzflä-
che Material/Zelle. Diese sind entscheidend für Ausmaß und Dauer von Entzündungsreaktionen 
und die Auslösung der Fremdkörperreaktion (foreign body response). Entzündung und Fremd-
körperreaktion sind Phasen des durch die Gewebeverletzung hervorgerufenen Wundheilungspro-
zesses [69, 70]. Während Entzündung als eine normale, notwendige Reaktion zur Regeneration 
von verletztem Gewebe gesehen wird, erscheint die Fremdkörperreaktion mit finaler Fibrose als 
eine Art ungeordnete Wundheilung [71-73]. Die beteiligten Zelltypen der einzelnen Phasen 
sowie deren Dauer sind in Tabelle 1.2 dargestellt. 
Tabelle 1.2: Phasen der Wundheilung und die dabei maßgeblich beteiligten Zelltypen nach Implantation eines 
medizinischen Gerätes oder Biomaterial (nach [69]). 
Phase Dauer Zelltyp 
Bildung einer provisorischen Matrix Sekunden bis Stunden (Thrombozyten) 
Akute Entzündung 24 – 48 h Neutrophile 
Chronische Entzündung Tage – ca. 3 Wochen Monozyten, Makrophagen, teilweise Lymphozyten 
Bildung von Granulationsgewebe Beginn 3 – 5 Tage nach Verletzung; Dauer variabel 
Makrophagen, Endo- und Epithel-
zellen, Fibroblasten, 
Myofibroblasten 
Fremdkörperreaktion z.T. dauerhaft Makrophagen, Fremkörper-Riesenzellen 
Fibrose; Bildung einer fibrotischen Kapsel dauerhaft Kollagenproduktion durch Fibroblasten 
 
Proteinadsorption und Ausbildung einer provisorischen Matrix 
Nach Kontakt des Biomaterials mit Blut und/oder Gewebeflüssigkeit adsorbieren Proteine  
(Albumin, Fibrinogen, Fibronektin, Vitronektin, Immunoglobine, Komplementfaktoren (C3), 
von Willebrand-Faktor, tissue factor (TF), Faktor VII, Faktor XII, Prekallikrein, Chemo-
attraktoren, Zytokine, Wachstumsfaktoren und andere bioaktive Substanzen) innerhalb weniger 
Sekunden, Minuten bis Stunden auf der Materialoberfläche und bilden eine provisorische Matrix 
(Abb. 1.4). Diese Matrix fungiert als eine Art natürliches Freisetzungssystem (drug release 
system), und gilt daher als ein kritischer Parameter, welcher die nachfolgenden Gewebereaktio-
nen bestimmt [70, 74]. Sie initiiert die Aggregation von Thrombozyten sowie die Aktivierung 
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der Koagulationskaskade (extrinsicher Weg der Blutgerinnung), die Aktivierung des Kontaktsys-
tems (intrinsischer Weg) und ebenfalls die Induktion des Komplementsystems [65, 75]. 
 
Abbildung 1.4 – Die Reaktion des biologischen Systems auf den Kontakt mit einem Biomaterial wird durch das 
Biomaterial selbst induziert (nach [65, 75]): Nach Einbringung eines Fremdmaterials in das biologische System 
adsorbieren Proteine auf der Materialoberfläche (Proteinadsorption). Die adsorbierten Proteine induzieren ver-
schiedene Signalkaskaden (Kontaktsystem, Koagulation, Komplement), welche die Materialbeschaffenheit in eine 
zelluläre Information übersetzen (Translation). Basierend auf dieser Information adhärieren verschiedene Zellty-
pen auf der Materialoberfläche, welche eine Signalverstärkung (Amplifikation) bewirken und zusätzlich die biologi-
sche Reaktion auf das Fremdmaterial induzieren. Abhängig von der Signalstärke reagiert das biologische System 
mit Entzündung, fibrotischer Einkapselung oder Abstoßung. 
 
Akute Entzündung 
Die verschiedenen Kaskadensysteme interagieren miteinander, bewirken eine Signalverstärkung 
und die Einleitung der akuten Entzündung hauptsächlich durch Rekrutierung von Neutrophilen 
und deren Adhäsion auf der Materialoberfläche. Fibrinogen, Fibronektion und Vitronektin als 
strukturelle Komponenten der provisorischen Matrix erleichtern die Adhäsion der Neutrophilen 
durch adsorptionsbedingte Exposition funktioneller Domänen, welche mit Rezeptoren (Integrine) 
auf der Zelloberfläche der Neutrophilen interagieren [72]. Die Kontaktaktivierung durch die 
Materialoberfläche wird durch sog. Opsonisierung beschleunigt. Hierbei fungieren adhärierte 
Immunoglobuline und Faktoren des Komplementsystems (C3b) als Mediatoren. Infolge der 
Kontaktaktivierung versuchen die Neutrophilen das als fremd erkannte Material zu 
phagozytieren. Die Phagozytose gliedert sich normalerweise in die Phasen Erkennung und An-
heftung, Umschließen des Fremdpartikels und schließlich lysosomale Degradation. Dieser Ab-
lauf ist bei größeren Fremdpartikeln unmöglich und resultiert in „frustrierter“ Phagozytose. 
Anstatt den Fremdstoff intrazellulär zu verdauen, werden die lysosomalen Bestandteile  
(u. a. Verdauungsenzyme, Säuren, und reactive oxygen intermediates) sezerniert, was ebenfalls 
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eine Beschädigung des umliegenden Gewebes zur Folge hat. Die Menge der sezernierten Enzy-
me ist abhängig von der Größe der Fremdpartikel. Deshalb kann derselbe Werkstoff unterschied-
liche Antworten generieren [69]. Zusätzlich werden pro-inflammatorische Mediatoren wie  
TNF-α, IL-1 und Prostaglandine ausgeschüttet [76]. Ist die Degradation des Fremdpartikels 
durch Neutrophile verzögert oder unmöglich, reagiert das biologische System auf den andauern-
den Entzündungsstimulus mit der Rekrutierung von Monozyten und deren Differenzierung zu 
Makrophagen [63]. 
Chronische Entzündung und Bildung von Fremdkörper-Riesenzellen 
Die Präsenz von Makrophagen ist charakteristisch für die chronische Entzündung. Durch Aus-
schüttung von Chemokinen und Wachstumsfaktoren (TGF-β, PDGF) aus dem anfänglich gebil-
deten Thrombus bzw. den Thrombozyten und durch das Vorhandensein von IL-1 und TNF-α 
(aus Neutrophilen) werden Monozyten rekrutiert [77]. Die Freisetzung von Histamin und 
Zytokinen (IL-4, IL-13) aus Mastzellen unterstützt die Rekrutierung und die Differenzierung von 
Monozyten zu reifen Makrophagen [64, 70]. Eine Interaktion der Makrophagen mit der proviso-
rischen Matrix wird ähnlich wie bei den Neutrophilen durch Integrine vermittelt. Diese Interakti-
on führt dabei zu einer Aktivierung der intrazellulären focal adhesion kinase (FAK), welche die 
Adhäsion an die Oberfläche vermittelt und dadurch indirekt eine Apoptose der Makrophagen 
verhindert. Außerdem wird die extracellular signal regulated kinase (ERK1/2) (siehe auch Kapi-
tel 1.1.2), welche den Zellzyklus beeinflusst, aktiviert. Somit können sich Unterschiede in der 
Biomaterial-Oberfläche unterschiedlich auf die Morphologie adhärenter Zellen auswirken und 
damit deren Verhalten steuern [70]. Nach Adhäsion bewirken die Makrophagen eine verstärkte 
Immigration weiterer Makrophagen unter anderem durch Produktion von Chemokinen, PDGF, 
G-CSF, GM-CSF und TNF-α aber auch von gp130-aktivierenden Zytokinen wie IL-6. Ebenso 
produzieren aktivierte Makrophagen weitere Zytokine wie IL-1, IL-8, IL-10, IL-12 und IL-18 
und Wachstumsfaktoren wie TGF-β [70]. Durch Sekretion dieser Mediatoren wird die weitere 
Reaktion auf das Fremdmaterial dirigiert und das spätere Ausmaß der Fremdkörperreaktion ist 
abhängig von ihrer Konzentration [78]. Die Produktion und das entstehende Konzentrationsprofil 
des jeweiligen Signalüberträgers werden wiederum indirekt durch die chemische Beschaffenheit 
der Biomaterialoberfläche bestimmt [79, 80]. 
Eine wichtige Aufgabe der Makrophagen während der chronischen Entzündung besteht wie bei 
den Neutrophilen im Versuch, eine Zerstörung des Fremdpartikels zu erreichen. Analog zu den 
Neutrophilen reagieren sie mit einer „frustrierten“ Phagozytose auf einen nicht phagozytierbaren 
Einleitung 
 
16 
Fremdstoff mit den bereits erwähnten Konsequenzen. Zusätzlich fusionieren sie zu Fremdkörper-
Riesenzellen, um eine verbesserte Phagozytose des Fremdmaterials zu ermöglichen. Ausschlag-
gebend für eine Fusion der Makrophagen ist die Induktion durch IL-4 und IL-13 und andere 
Stimuli (z. B. Vitamin E). Die Sekretion von IL-4 und IL-13 erfolgt zum Teil auch durch  
Th2-Helferzellen, welche als Komponenten der adaptiven Immunabwehr ebenfalls an den Ort 
der Entzündung gewandert sind. Außerdem wird die Fusion durch Bestandteile der provisori-
schen Matrix beeinflusst. Während Vitronectin eine Adhäsion und Fusion der Makrophagen zu 
Riesenzellen unterstützt, wirkt Fibronectin einer Fusion entgegen. Die Bildung von Fremdkör-
per-Riesenzellen basiert also einerseits auf dem Vorhandensein der richtigen (Umgebungs)-
Stimuli andererseits auf einer Materialoberfläche mit den passend adsorbierten Proteinen [70]. 
Aufgrund ihrer vielfältigen Oberflächenrezeptoren (z. B. gp130, IL-1R-Typ1, IL-2Rα, IL-6R, 
TNFR und M-CSFR) sind die Riesenzellen in der Lage auf unterschiedliche Signale zu reagie-
ren. Ähnlich wie Makrophagen (s. o.) beteiligen sie sich durch Ausschüttung von Zytokinen  
(IL-1 und TNF-α) und Wachstumsfaktoren (TGF-β) an der Entzündungsreaktion. Das Profil an 
sezernierten Zytokinen ist wiederum abhängig von der Biomaterialoberfläche, denn aktivierte 
Makrophagen auf einer Oberfläche, die keine Fusion zu Riesenzellen unterstützt, sezernieren 
mehr pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1 und IL-6. Dagegen unterdrücken Riesenzellen die 
Wirkung pro-inflammatorischer Zytokine durch Sekretion anti-inflammatorischer Mediatoren 
wie IL-10 [64, 70]. 
Ausbildung von Granulationsgewebe nach Initiation der Fremdkörperreaktion 
Adhärierte Makrophagen und Fremdkörper-Riesenzellen sind die Schlüsselzellen in der Fremd-
körperreaktion, welche eine spezielle Form von unspezifischer Entzündung ist [76]. Eine Fremd-
körperreaktion ist typisch für den Wundheilungsprozess bei Biomaterialien. Durch Ausschei-
dung von FGF und EGF sowie der bereits genannten Mediatoren sind die Makropha-
gen/Riesenzellen ebenfalls für die Migration, Proliferation und Differenzierung von 
Fibroblasten, Myofibroblasten, Endothel- und Epithelzellen verantwortlich [63, 69]. Dies führt 
innerhalb von drei bis fünf Tagen nach der Gewebeverletzung zur sichtbaren Ausbildung des 
Granulationsgewebes und markiert eine abklingende Entzündung und Auflösung des Thrombus. 
Eine bis zwei Zellschichten aus Monozyten, Makrophagen und Fremdkörper-Riesenzellen tren-
nen schließlich das Granulationsgewebe vom Implantat oder Biomaterial [70]. Die Zusammen-
setzung des Granulationsgewebes variiert basierend auf Form und Topographie des Biomaterials 
[69]. Die erwähnten Zelltypen sorgen für eine Regeneration des zerstörten Gewebes durch 
Wundkontraktion, Kapillar- und Extrazellulärmatrixneubildung und Induktion gewebespezifi-
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scher Zelltypen. Jedoch ist die Regeneration abhängig von Grad, Schwere sowie Lokalisation der 
Verletzung im Gewebe oder Organ und der Regenerationsfähigkeit vorhandener Zelltypen, so 
dass die Originalarchitektur nicht vollständig wiederhergestellt werden kann. Lücken im Gewebe 
werden dann durch Elastin, Kollagen, Proteoglycan und Glycoproteine gefüllt und resultieren in 
Narbenbildung oder Fibrose [69, 77]. 
Fibrotische Einkapselung durch Bindegewebe 
Das gebildete Granulationsgewebe ist häufig Vorläufer der fibrotischen Einkapselung, welche 
einem dauerhaften (abhängig von Lebensdauer des Implantats) Entzündungsstimulus mit Fremd-
körperreaktion folgt. Die Entwicklung einer fibrotischen Kapsel um das Implantat bzw. Biomate-
rial beruht auf dem Verhältnis bestimmter Mediatoren, ausgeschüttet durch die Makropha-
gen/Fremdkörper-Riesenzellen. So induziert übermäßiges Vorhandensein von TGF-β eine hefti-
ge Fibrose während Überexpression von TNF-α eine Entzündungsreaktion ohne anschließende 
Fibrose bewirkt [73, 81, 82]. Die Einkapselung als Endstadium soll körperfremde, pathogene 
und/oder toxische Substanzen eliminieren oder zumindest vom biologischen System durch Aus-
bildung einer Bindegewebskapsel separieren, damit sie dem System keinen weiteren Schaden 
zufügen können [64]. Patienten mit Rückständen von Bleipatronen zeigen z. B. selten Anzeichen 
einer Bleivergiftung, da das nichtpermeable fibrotische Gewebe um das Fremdpartikel keinen 
Kontakt und Austausch mit dem umliegenden gesunden Gewebe erlaubt [83]. Die im geschilder-
ten Fall vorteilhafte Separation ist bei der Implantation von medizinischen Geräten eher von 
Nachteil, weil gebildetes Narbengewebe die Funktionsweise des Gerätes einschränken oder 
sogar verhindern kann [84]. So sind beispielsweise Biosensoren zur Messung ihres Analyten auf 
dessen Diffusion zur Messkapillare angewiesen. Diese Diffusion wird schon durch die Ausbil-
dung einer klinisch kaum wahrnehmbaren Bindegewebsschicht von 60-90 µm unterdrückt [64]. 
1.2.3 Steuerung der Grenzflächen-Interaktionen durch Material-Beschaffenheit 
Das Entstehen einer Fibrose steht in engem Zusammenhang mit dem Verlauf der vorherigen 
Entzündungsreaktionen. Obwohl akute und chronische Entzündung prinzipiell einen positiven 
Effekt bei der Wundheilung besitzen (z.B Entstehung neuer Blutgefäße (Angiogenese)) können 
sie sich ebenfalls nachteilig auf die Funktionalität des Biomaterials bzw. Implantats (z. B. durch 
Degradation) und das umliegende Gewebe auswirken [73, 84]. Diese nachteiligen Reaktionen 
werden auch durch nicht immunogene, nicht toxische und scheinbar inerte Werkstoffe ausgelöst 
und sind größtenteils nicht vorhersagbar [84]. Ebenso spielen lokale (z. B. Ort der Implantation) 
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sowie systemische (z. B. Ernährung und Krankheit) Faktoren eine wichtige Rolle in der Wund-
heilungsreaktion auf Biomaterialien [69]. Momentan fehlt ein sog. „Stealth“-Material [64], 
welches nicht vom biologischen System als fremd erkannt wird. Deshalb sind Verständnis und 
Steuerung der Entzündungs- und Fremdkörperreaktionen von zentralem Interesse bei der Kon-
struktion von Biomaterialien, die in gewünschter (biokompatibler) Weise mit dem biologischen 
System interagieren sollen. Erst dadurch lässt sich eine Fibrose in Regeneration und eine mögli-
che Abstoßung in Toleranz oder Integration umleiten [73].  
Neben dieser klassischen Biomaterialforschung ist die Steuerung von Interaktionen zwischen 
einem Werkstoff und Zellen ebenfalls für die Gebiete Gewebekonstruktion (tissue engineering) 
und Stammzellen-Kultivierung von Bedeutung, bei denen Biomaterialien als Zellgerüst und/oder 
zur Imitation der zelltypspezifischen Umgebung dienen. Auch wenn auf diesen Gebieten die 
Vorgänge an der Grenzfläche nicht unbedingt die Komplexität einer Wundheilungsreaktion 
besitzen, so soll durch den Einsatz des Biomaterials eine möglichst natürliche Entwicklung des 
biologischen Systems gesteuert werden [70, 72]. 
Die Oberflächenbeschaffenheit eines Biomaterials steht bei der Steuerung der komplexen Vor-
gänge an der Grenzfläche Material/Zelle im Fokus. Strukturelle, chemische sowie physikalische 
Eigenschaften und die mikro/makromechanische Elastizität beeinflussen die Proteinadsorption 
[74, 76, 85]. Diese Eigenschaften können Typ, Menge, Konformation, Orientierung sowie die 
Bindungsstärke der Proteine in der provisorischen Matrix verändern [84, 85]. Das auf der Ober-
fläche befindliche Adsorptionsmuster von Adhäsionsproteinen und bioaktiven Molekülen über-
setzt die Materialstruktur schließlich in eine biologische Antwort und startet eine spezifische 
zelluläre Reaktion [74] (Abb. 1.4). Daher verändern Variationen in der provisorischen Matrix 
das Zellverhalten bezüglich Migration, Adhäsion, Ausbreitung (spreading), Morphologie, Proli-
feration, Differenzierung und Funktion [72, 74, 85] und führen schließlich aufgrund Aktivierung 
unterschiedlicher Signalkaskaden zu einer nachhaltigen Modifikation der Gewebeentwicklung. 
Topographische Eigenschaften der Materialoberfläche 
Die Modulation von Gewebeantworten durch topographische Effekte ist während Entwicklung 
und Herstellung eines Biomaterials von enormer Bedeutung, denn strukturelle Unterschiede 
eines Werkstoffes wirken sich auf die Zelladhäsion aus [86]. Es ist möglich durch Veränderung 
der Oberflächen-Textur eines Materials die Funktion eines Implantats zu optimieren [86], jedoch 
lassen sich keine eindeutigen Trends von Topographie-Effekten auf die initiale Zelladhäsion 
ableiten [74]. Es besteht allerdings ein Zusammenhang zwischen Porengröße oder Rauheit eines 
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Materials und Zelladhäsion [87]. Bei einem großen Oberflächen-Volumen-Verhältnis (poröses 
Material) befinden sich auf der Implantat-Oberfläche mehr Makrophagen/Fremdkörper-
riesenzellen als bei einem kleinen Verhältnis (glattes Material), das die Ausbildung einer Fibrose 
fördert [69]. Die Verwendung poröser Materialien reduziert die fibrotische Einkapselung [88]. 
Ebenso zeigen leicht angeraute Oberflächen im Vergleich zu glatten Oberflächen eine gesteigerte 
Integration von Brust- und perkutaner Implantate sowie eine verbesserte Osteointegration [89, 
90]. Aus diesem Grunde ist die Verwendung von porösen Netzwerken, um Gewebedefekte zu 
schließen, weit verbreitet [91]. Die geschilderten Effekte ergeben sich aus einer gesteigerten 
Adhäsion von Bindegewebszellen auf rauen Oberflächen mit nachfolgender dichterer Gewebe-
apposition an das Implantat [86]. Außerdem besteht eine Relation von Porenstruktur und Kapil-
larneubildung (Angiogenese), welche auf porösem Material aufgrund verbesserter Zellbindung 
gesteigert ist [92, 93]. Allerdings reagieren nicht alle Zelltypen in gleicher Weise auf Verände-
rungen der Oberflächen-Topographie. Während eine Modifikation beispielsweise die Proliferati-
on und Migration von Epithelzellen unterdrückt, wird das Verhalten von Osteoblasten diesbe-
züglich gesteigert [94].  
Obwohl das Zellverhalten über die Struktur der Oberfläche gesteuert werden kann, ist bislang 
nicht bekannt, ob die topographischen Effekte direkt oder indirekt über eine Proteinschicht ver-
mittelt werden [85]. Direkte Effekte könnten die proteinvermittelten Effekte bei Erreichung eines 
bestimmten Maßstabes (Mikrometer-Bereich) dominieren, indem sie das Zellverhalten durch 
Begrenzung der Zell-Substrat-Kontakte beeinflussen [74]. Diese Mikro-Strukturen sind zu groß, 
um von einzelnen Proteinmolekülen erfasst zu werden [85]. Deshalb werden topographische 
Eigenschaften auf Zellen scheinbar weitgehend unabhängig von Proteinadsorption vermittelt. 
Jedoch wird sich ebenfalls die Proteinadsorption verändern, wenn bei Strukturierung einer Ober-
fläche deren Chemie oder physikochemischen Eigenschaften, aufgrund einer Modifikation che-
misch funktioneller Gruppen, beeinflusst wird [74, 85]. 
Chemische Beschaffenheit 
Über gezielte Veränderung der Oberflächen-Nano-Struktur (z. B. durch Auftragung spezieller 
chemischer Muster) ist die Interaktion von Zellen mit dem Biomaterial ebenfalls steuerbar. Das 
Einfügen gewünschter funktioneller Gruppen (z. B. -NH2, -OH oder –COOH) ändert die Adsorp-
tion von Adhäsionsproteinen (z.Β. Fibronektin, Albumin und Fibrinogen) und nachfolgende 
Ausprägung der fibrotischen Einkapselung [84, 85]. Neben dem chemischen Effekt ändert die 
Aufbringung eines chemischen Musters möglicherweise die Nanotopographie, wenn Proteine 
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bevorzugt in den modifizierten Bereichen binden und sich an der Grenze zu unmodifizierten 
Bereichen eine definierte Kante im Nanometer-Maßstab bildet. Allerdings ist unbekannt, ob 
Zellen auf diese strukturelle Veränderung tatsächlich reagieren oder nachfolgende Effekte von 
der chemischen Beschaffenheit überlagert sind [85]. Von Bedeutung bei Veränderung der che-
mischen Struktur sind in erster Linie die Reaktivität funktioneller Gruppen (d.h. ihr Potential zur 
Ausbildung kovalenter Bindungen) sowie Veränderungen in Ladung (elektrostatische Anzie-
hung) und Benetzbarkeit (Hydrophobie/Hydrophilie). 
Eine elektrostatische Interaktion besteht weniger auf atomarer Ebene, sondern wird hauptsäch-
lich durch die globale Ladung von Protein und Oberfläche dominiert [74]. Durch Modifikation 
der Oberflächenladung wird beispielsweise die Adsorption von Fibronektin beeinflusst [95-97]. 
Ebenso führt die Adhäsion von Makrophagen auf einem negativ geladenem Polymer zur Bildung 
von Fremdkörperriesenzellen, während auf positiv geladenem Polymer diese Fusion trotz gestei-
gerter Adhäsion nicht beobachtet wird [98]. Jedoch sind die Befunde diesbezüglich nicht einheit-
lich [99]. Zumindest beeinflusst die Oberflächenladung Konzentration und Profil der durch 
Makrophagen sezernierten Wachstumsfaktoren und Zytokine [79, 100, 101]. Negative Ladungen 
erleichtern außerdem das Einwachsen von Gefäßen in poröse Materialien [102]. 
Aufgrund der Oberflächenladung besteht ferner eine mögliche direkte Interaktion zwischen 
Zellen und Biomaterial. Positive Ladungen können die Zelladhäsion in proteinfreiem Medium 
steigern, dadurch aber anschließend eine Ausbreitung und Differenzierung der Zellen unterdrü-
cken [103]. Dies hängt anscheinend mit einer Beeinträchtigung der natürlichen Zytoskelett-
Ausbildung zusammen [74]. Die elektrostatischen Interaktionen sind in wässriger Lösung auf-
grund der Ladungsabschirmung durch die ausgebildete Hydrathülle und vorhandenen Ionen 
jedoch von untergeordneter Bedeutung. Vielmehr ist die Benetzbarkeit einer Oberfläche die 
wesentlich dominantere Triebkraft für Proteinadsorption und Zelladhäsion [74, 85]. 
Generell ist eine Proteinadsorption auf hydrophoben Oberflächen thermodynamisch begünstigt. 
Allerdings sind die mit der Adsorption verbundene strukturelle Umorganisation der 
Proteinkonformation und die Proteinorientierung wichtige Parameter für die Biofunktionalität 
adsorbierter Proteine und indirekt ausschlaggebend für die nachfolgenden zellulären Reaktionen 
[74, 85]. Aus diesem Grunde wird auf moderat hydrophilen Oberflächen eine verbesserte Zell-
adhäsion und nachfolgende Aktivität beobachtet als auf hydrophoben Werkstoffen [87, 104, 
261]. Hydrophile Oberflächen verändern außerdem die Zytokinproduktion von Leukozyten 
(Neutrophile, Makrophagen), indem sie die Expression pro-inflammatorischer und wundhei-
lungsfördernder Zytokine verringern [80]. Eine stark hydrophile Oberfläche mit neutral gelade-
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nen funktionellen Gruppen als Wasserstoffbrückenbindung-Akzeptoren aber nicht als -Donoren 
gilt dagegen als Prototyp der proteinabweisenden (inert, non-biofouling) Oberfläche [84] wie sie 
z. B. mit Polyethylenoxid (PEO) bzw. Polyethylenglycol (PEG) funktionalisierte Materialien 
aufweisen [105, 106]. PEGylierte Werkstoffe verhindern eine Aktivierung der Kaskadensysteme 
(Koagulation, Komplement) und sind in der Lage die Dichte der fibrotischen Kapsel zu minimie-
ren, können sie aber nicht vollständig verhindern [65, 93] (siehe auch Tabelle 1.1). Diese Mate-
rialien dienen dennoch häufig als Basis für die kontrollierte Immobilisierung bioaktiver Substan-
zen, mit denen sich Zellreaktionen signifikant steuern lassen [84, 107, 108]. 
Steuerung der Zelladhäsion durch Modifikation der Oberfläche mit biofunktionellen Peptiden 
Durch den systematischen Einbau bestimmter Domänen (z. B. RGD-Peptid) aus Adhäsionsprote-
inen der Extrazellulärmatrix (EZM) lässt sich über spezifische Rezeptoren (Integrine) eine selek-
tive Rekrutierung von Zellen vermitteln und deren nachfolgendes Verhalten beeinflussen [85, 86, 
109]. Obwohl diese biofunktionellen Peptide eine geringere biologische Aktivität besitzen als im 
Gesamtkontext eines vollständigen EZM-Proteins, können viele Funktionen der EZM imitiert 
werden [107]. Außerdem entwickeln die biofunktionellen Peptide teilweise andere Funktionen 
als bei Auftreten im nativen Liganden. Daher besitzen sie Vorteile gegenüber der Immobilisie-
rung vollständiger Matrixpolymere [110]. Beispielsweise unterstützt das RGD-Peptid die Adhä-
sion von Endothelzellen aber nicht von Fibroblasten und Thrombozyten [72, 111]. Mit Hilfe 
dieser Adhäsions-Peptide lässt sich ebenfalls die Adhäsion, Proliferation und Differenzierung 
weiterer Zelltypen wie Osteoblasten, Chondrozyten, Myoblasten und neuronaler Zellen gezielt 
steuern [107]. Eine wichtige Funktion besitzt vermutlich die durch eine selektive Immobilisie-
rung (Micropatterning) der Peptide entstandene Nanotextur, da Unterschiede in der 
Ligandendichte die Zelladhäsion und deren Bindungsstärke verändern [112]. Über einen Dichte-
gradienten ist es möglich, Ort, Anzahl und Form der Zellen zu steuern [113]. Außer der räumli-
chen Anordnung des Liganden und der Ligandendichte können ebenfalls Orientierung, 
Konformation und Sterochemie des Liganden die Spezifität des Zellverhaltens beeinflussen 
[110]. 
1.2.4 Beeinflussung von Grenzflächen-Interaktionen durch Versorgung der Zellen mit 
Wachstumsfaktoren und Zytokinen 
Neben der Zelladhäsion ist die Versorgung mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen von enormer 
Bedeutung für das Verhalten von Zellen. Deshalb ist eine Inkorporation geeigneter Mediatoren 
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von großem Interesse für die Modulation zellulärer Interaktionen mit einer Materialoberfläche 
[64, 68-69, 107, 114-116]. 
Einsatz von Freisetzungssystemen (drug release systems) 
Aufgrund der lokalen Wirkung und einer kurzen Halbwertszeit erscheint eine systemische Ver-
abreichung oder direkte Injektion der Mediatoren in das Gewebe ungeeignet [115]. Zur Erhö-
hung der Stabilität und Verlängerung der Gewebeexposition wurden deshalb Wirkstoff-
Freisetzungssysteme (drug release systems) auf Polymerbasis entwickelt, die gemeinsam mit 
dem Implantat in das Gewebe integriert werden [115, 117-120]. 
So können z. B. einige künstliche Gefäßstützen (stents) mittlerweile eine Reihe bioaktiver Sub-
stanzen wie immunsuppressive, antiproliferative oder antimigratorische Medikamente aber auch 
Wachstumsfaktoren freisetzen und so die Biokompatibilität dieser Gefäßstützen (drug eluting 
stents) verbessern [63]. Die Freisetzung bioaktiver Substanzen aus solchen Systemen erfolgt 
über Diffusion und/oder kontrollierte Polymer-Degradation mit dem Vorteil, dass höchstens 
geringfügige Mengen der Substanzen in die systemische Zirkulation gelangen. Somit beeinflus-
sen die Mediatoren das Verhalten der Zellen hauptsächlich im angrenzenden Gewebe und be-
schleunigen dort eine natürliche Geweberegeneration [64, 68, 107, 115]. Schon allein der (diffu-
sionsbedingt) entstandene Konzentrationsgradient kann sich anschließend auf die Zellmigration 
auswirken und eine spezifische Rekrutierung bestimmter Zelltypen an der Grenzfläche Materi-
al/Gewebe begünstigen [107, 115, 121, 122]. 
Eine Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie z. B. VEGF oder FGF stimuliert angrenzende 
Endothelzellen und fördert die Gefäßneubildung (Angiogenese), welche für die Nährstoffversor-
gung des regenerierenden Gewebes unerlässlich ist [123-125]. Bei Kombination von VEGF mit 
einem porösen, schwammartigen Polymer wird außerdem eine synergistische Steigerung der 
Kapillarneubildung beobachtet [126]. Auch die kombinierte Freisetzung von VEGF und FGF 
oder Kombinationen mit anderen Wachstumsfaktoren wie z. B. PDGF verbessern die Gefäßent-
wicklung und nachfolgende Reifung des Gefäßsystems deutlich [118, 127, 128]. Somit lässt sich 
indirekt über die Ausbildung neuer Blutgefäße beispielsweise die Funktion eines Biosensors, 
welche durch die fibrotische Einkapselung verhindert wurde (Kapitel 1.2.2), wiederherstellen 
[63-64]. 
Auch die Freisetzung weiterer Signalmoleküle wirkt sich positiv auf die Gewebeentwicklung 
aus. So beschleunigen PDGF, EGF und TGF-β im Allgemeinen die Wundheilung, indem sie 
spezifisch Zelltypen zur Proliferation anregen und so die Wundgröße verringern [107]. TGF-β 
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fördert außerdem die Knochenregeneration über die Regulation von Osteoblasten und Knochen-
vorläuferzellen [129]. Eine ähnliche Wirkung entfaltet die Freisetzung von BMP [130]. Die 
präzise Kontrolle über die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen ist notwendig für 
die Steuerung dieser Biomaterial/Zell-Interaktionen. Teilweise sind jedoch die optimalen Bedin-
gungen für eine Freisetzung der Wachstumsfaktoren nicht genau definiert [107]. Zwar erlaubt 
die Verwendung von Polymer-Hydrogelen eine schonende Einhüllung der bioaktiven Substanzen 
und über Veränderung der Quervernetzungsdichte im verwendeten Hydrogel lässt sich die Frei-
setzungsrate bis zu einem gewissen Limit regulieren. Jedoch sind diese Matrices für eine kon-
trollierte Freisetzung über längere Zeiträume (> 7 Tage) ohne weitere Modifikationen ungeeig-
net, da die eingeschlossenen Mediatoren über die wässrige Phase ungehindert in die Umgebung 
diffundieren können. Durch Immobilisierung der Mediatoren in einem biologisch degradierbaren 
Hydrogel lässt sich die freie Diffusion unterbinden, und die Freisetzung der bioaktiven Substan-
zen korreliert entweder mit der Degradationsrate der Polymer-Matrix oder der Dissoziationskine-
tik des immobilisierten Liganden [115, 116]. So wurden z. B. VEGF und BMP-2 in einem 
Polymernetzwerk verankert und ihre Freisetzung erfolgte über die Interaktion mit den umliegen-
den Zellen aufgrund zellgesteuerter proteolytischer Spaltung von in der Matrix integrierten 
Peptiddomänen [116]. Im Falle von VEGF wurde eine verbesserte Angiogenese aufgrund einer 
verzögerten Freisetzung beobachtet [125, 131]. Die kontrollierte Freisetzung von BMP-2 ermög-
lichte eine Regeneration von größeren Knochendefekten [132]. 
Immobilisierung von Wachstumsfaktoren 
Die stabile Kupplung von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen auf einer Biomaterialoberfläche 
ist eine weitere Möglichkeit, die Vorgänge an der Grenzfläche Material/Zelle selektiv zu steuern. 
Diese Methode wird außerdem den Freisetzungssystemen vorgezogen, wenn die resultierenden 
Effekte ausschließlich an der Grenzfläche Material/Zelle jedoch nicht im umliegenden Gewebe 
erwünscht sind, beispielsweise wenn die Vaskularisation auf einer Werkstoffoberfläche für eine 
verbesserte Integration ins biologische System erreicht, benachbartes Gewebe jedoch nicht be-
einflusst werden soll [133]. 
Durch die stabile Anbindung von Signalüberträgern wird prinzipiell eine natürliche Variante der 
Signalweiterleitung (juxtakrine Signaltransduktion) imitiert, bei der nicht diffundierbare, 
membrangebundene Signalmoleküle benachbarte Zellen stimulieren (siehe auch Kapitel 1.1). 
Dies ist z. B. für spezielle Isoformen von TGF-α, TNF-α, CSF-1, EGF und VEGF beschrieben, 
welche eine zusätzliche Domäne (z. B. Heparin-Bindedomäne) besitzen, die mit EZM-
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Bausteinen (z. B. Heparin) interagiert [114, 134-139]. Aus diesem Grunde wird die Stimulation 
mit synthetisch immobilisierten Signalmolekülen als „künstliche juxtakrine Stimulation“ be-
zeichnet [114, 140]. 
Eine Immobilisierung ermöglicht neben der sehr lokalen Wirkung ferner die einheitliche oder 
begrenzte Verteilung von Peptiden oder Proteinen auf dem Biomaterial und erlaubt deshalb die 
Erstellung definierter Muster [110]. Durch Verwendung solcher Muster ließe sich die Rekrutie-
rung bestimmter Zellpopulationen auf spezifische Regionen der Materialoberfläche begrenzen 
oder die Wachstumsrichtung von z. B. Neuronen und deren Axonen gezielt dirigieren (Abb. 1.5) 
[141]. 
 
Abbildung 1.5 – Schematische Darstellung möglicher Effekte durch immobilisierte Wachstumsfaktoren oder 
Zyokine (nach [141]): A) Regio-spezifische Adhäsion und Proliferation verschiedener Zelltypen: Die Immobilisie-
rung unterschiedlicher Signalmoleküle jeweils in definierten Regionen resultiert in einer Adhäsion und Proliferation 
unterschiedlicher Zelltypen. B) Beeinflussung der Wachstumsrichtung von Axonen einer Nervenzelle: Die Immo-
bilisierung eines Wachstumsfaktors in definierten Bereichen einer Oberfläche steuert die Wachstumsrichtung von 
Axonen. 
 
In der Tat fördert immobilisiertes NGF (nerve growth factor) in Verbindung mit einer mikro-
strukturierten Oberfläche in erster Linie die Axonlänge, während die Oberflächentopographie die 
Axonbildung induziert [142]. Durch Immobilisierung von BMP-2 wird die Differenzierung von 
Osteoblasten beeinflusst. Die räumliche Verteilung auf der Materialoberfläche ist dabei ebenfalls 
ein wichtiger Parameter [143, 144]. In einem in vivo-Experiment konnte außerdem gezeigt wer-
den, dass auf einem Polymerträger immobilisiertes BMP-2 die Knochenbildung verbessert, 
indem es die Entwicklung adhärierter mesenchymale Stammzellen (MSCs) beeinflusst [145]. 
Auch die Kupplung von EGF auf einer Polymeroberfläche unterstützt die Zelladhäsion und 
Ausbreitung von MSCs. Diese zeigen daraufhin eine gesteigerte Resistenz gegenüber durch pro-
inflammatorische Zytokine induzierten Zelltod [146]. Basierend auf diesen Resultaten lassen 
sich neue Therapieansätze entwickeln, bei denen mittels auf Biomaterialien adhärierter MSCs 
z. B. großflächige Knochendefekte geschlossen werden könnten. Wegen hoher Zellverluste 
Region mit immobilisierten WachstumsfaktorZelltypspezifisches Signalmolekül 
Faktor A Faktor CFaktor B
BA
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aufgrund der ausgelösten Entzündungsreaktion erschienen diese Ansätze bislang wenig erfolg-
versprechend [147]. 
Bei Verwendung immobilisierter Wachstumsfaktoren ist jedoch zu berücksichtigen, dass bedingt 
durch die Immobilisierung die anschließende Signaltransduktion variieren kann. Allgemein wird 
eine Steigerung des mitogenen Effektes beobachtet (Abb. 1.6 A). Dies wurde schon frühzeitig 
für Insulin und EGF beschrieben [140, 148-151]. Aber auch für andere Faktoren wie beispiels-
weise BMP oder VEGF ist eine verlängerte Wirkung im Vergleich zum löslichen Mediator 
bekannt [139, 144]. Infolge der Immobilisierung verändert sich die Zellumgebung, da auf der 
Materialoberfläche die Signalmolekül-Konzentration lokal erhöht ist (Abb. 1.7 A). Dadurch wird 
für die Auslösung derselben Effektstärke eine geringere Menge an Wachstumsfaktor benötigt. 
Allerdings ist die Aktivierung intrazellulärer Signalproteine verzögert (Abb. 1.6 B). Der verzö-
gerte Verlauf einer Signaltransduktion durch immobilisierte Wachstumsfaktoren lässt sich mit 
der benötigten Zeit für die Zelladhäsion auf der Materialoberfläche erklären. Ferner liefert die 
veränderte Zellumgebung eine Begründung, da lediglich der Materialoberfläche zugewandte 
Zellrezeptoren aktiviert werden können (Abb. 1.7 A). 
 
Abbildung 1.6 – Auswirkungen der Immobilisierung eines Wachstumsfaktors auf die Signaltransduktion (nach 
[114]): Schematischer Vergleich zwischen löslichem und immobilisiertem Signalüberträger A) Veränderung des 
mitogenen Effekt: Ein immobilisierter Wachstumsfaktor induziert bei derselben Konzentration einen stärkeren 
Effekt als der lösliche Faktor. Ebenso wird zur Auslösung der gleichen Effektstärke eine reduzierte Menge an 
Wachstumsfaktor benötigt. B) Unterschied im Zeitverlauf bei der Aktivierung intrazellulärer Signalproteine: Die 
für eine Zelladhäsion benötigte Zeit verzögert die Interaktion von Rezeptor und immobilisierten Signalprotein. 
Dadurch werden intrazelluläre Signalproteine verspätet aktiviert. Diese zeigen allerdings über einen längeren 
Zeitraum eine gesteigerte Aktivität. 
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Abbildung 1.7 – Mögliche Gründe für die eine veränderte Signaltransduktion durch immobilisierte Wachstums-
faktoren (nach [114]): A) Veränderung der Zellumgebung: Durch eine Immobilisierung (unten) wird die lokale 
Konzentration des Wachstumsfaktors (rot) an der Materialoberfläche gesteigert, während in Lösung kein Wachs-
tumsfaktor mehr vorzufinden ist. Dadurch werden nur noch der Oberfläche zugewandte Zellrezeptoren aktiviert. 
B) Fehlende Signalkaskaden-Deaktivierung: Nach Bindung des Signalmoleküls an seinen Rezeptor wird die Signal-
kaskade aktiviert. Anschließend wird der Ligand-Rezeptor-Komplex internalisiert und dadurch die Zelle desensibili-
siert. Die Signalabschaltung erfolgt durch Degradation des Komplexes. Der Ligand wird abgebaut und der Rezeptor 
teilweise wieder recycelt. Eine Internalisierung des Ligand-Rezeptor-Komplexes ist nach stabiler Immobilisierung 
des Signalmoleküls nicht möglich. Dadurch fehlt die Signalabschaltung und es folgt eine dauerhafte Aktivierung der 
Signalkaskade. 
 
Gleichzeitig wird über einen längeren Zeitraum vergleichsweise eine verstärkte Aktivierung von 
intrazellulären Signalproteinen wie z. B. MAP-Kinasen [139, 140, 148, 152] beobachtet  
(Abb. 1.6 B). Diese Beobachtung und der daraus resultierend gesteigerte mitogene Effekt bei 
gleicher Mediatorkonzentration  sind die Folge einer fehlenden Signalkaskaden-Deaktivierung 
(Abb. 1.7 B). Nach Aktivierung der Zellrezeptoren durch lösliche Wachstumsfaktoren wird der 
aktivierte Rezeptor-Signalmolekülkomplex in die Zelle aufgenommen (Internalisierung), degra-
diert und teilweise der Rezeptor recycelt. Die Internalisierung der Rezeptoren bewirkt eine vorü-
bergehende Signal-Desensibilisierung der Zelle und durch die Degradation wird der Stimulus 
entfernt. Aufgrund der Immobilisierung ist dieser Mechanismus der Signalabschaltung nicht 
B
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möglich und somit wird eine Aktivierung der Signalkaskaden über einen verlängerten Zeitraum 
registriert [114]. 
Die Aktivierungsdauer kann allerdings die Funktion eines Signalmoleküls verändern. Beispiels-
weise induziert lösliches EGF normalerweise das Wachstum von PC12-Zellen (Nervenzelllinie), 
während die Differenzierung durch NGF stimuliert wird. Nach Immobilisierung ist EGF eben-
falls in der Lage, die Differenzierung der Zelllinie anzuregen. Begründet wird dies mit einer 
veränderten Aktivierung der MAP-Kinase-Familie, welche nun dem Aktivierungsverlauf von 
NGF ähnelt [153]. Neben diesen generellen Effekten können immobilisierte Wachstumsfaktoren 
zusätzlich zu ihrer eigentlichen Funktion einige spezifische Auswirkungen auf das Zellverhalten 
haben, indem sie beispielsweise die Zytoskelettstruktur beeinflussen und eine veränderte Mor-
phologie bewirken [154, 155]. Ferner kann eine Wachstumsfaktor-Immobilisierung eine 
Integrin-unabhängige Zelladhäsion ermöglichen [156]. 
Immobilisierung pro- oder anti-inflammatorischer Zytokine 
Während unterschiedliche Wachstumsfaktoren in vielfältiger Art und Weise auf den verschie-
densten Werkstoffen immobilisiert und ihr Einfluss auf die Signaltransduktion und das Zellver-
halten intensiv untersucht wurden, stehen Untersuchungen über die Auswirkungen einer Immo-
bilisierung der klassischen pro- oder anti-inflamatorischen Zytokinen (Interferone, Interleukine, 
Tumornekrosefaktoren, koloniestimulierende Faktoren), trotz ihres Potentials zur Modulation 
von Entzündungsreaktionen, aus unerfindlichen Gründen bislang weniger im Fokus [114, 157]. 
Zum Teil wird ihre Immobilisierung bloß zur Erstellung von Rezeptor/Zytokin-Kinetiken ange-
wendet, aber nachfolgende Zellstudien bleiben aus [157]. Dabei wird beispielsweise trotz Kupp-
lung von IL-2 an eine Polystyrol-Matrix die Lebensfähigkeit einer IL-2-abhängigen Zelllinie 
bewahrt. Das immobilisierte Zytokin ist in der Lage, zumindest einen Teil der Aktivität des 
löslichen Faktors zu vermitteln, woraufhin geschlussfolgert wurde, dass für die IL-2-
Signaltransduktion eine Internalisierung des Rezeptors nicht unbedingt notwendig ist [158]. 
Außerdem induziert eine Co-Immobilisierung von TNF-α und IFN-γ, ähnlich wie die löslichen 
Zytokine, eine Apoptose in HeLa-Zellen. Allerdings bewirken die gekuppelten Zytokine im 
Vergleich zu den löslichen Zytokinen eine veränderte Auslösung. Von Bedeutung ist dabei 
vermutlich die unterschiedliche Aktivierung Apoptose-vermittelnder Signalwege [159, 160]. 
Obwohl immobilisiertes wie lösliches IFN-γ neuronale Stammzellen zur Differenzierung anregt, 
ist die Effektausprägung unterschiedlich [161, 162]. Durch IL-1ra, einem natürlichen Antago-
nisten des pro-inflammtorischen Zytokins IL-1, werden aktivierte Monozyten angeregt, vermehrt 
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anti-inflammatorische und wundheilungsfördernde Zytokine auszuschütten. Die Signalstärke von 
löslichem und immobilisiertem IL-1ra unterscheidet sich dabei kaum und dies gilt als Indiz für 
eine Reaktion der kultivierten Monozyten auf den gekuppelten Antagonisten [157]. Auch die 
Signalmoleküle GM-CSF und M-CSF sind trotz Kupplung weiterhin in der Lage, die Differen-
zierung von Vorläuferzellen in dendritische Zellen bzw. Makrophagen zu induzieren. Die durch 
GM-CSF ausgelöste Translokation von STAT5 in den Zellkern wird durch die Kupplung nicht 
beeinflusst und in der STAT5-Aktivierung ergeben sich scheinbar kaum Unterschiede zwischen 
löslichem und gebundenem GM-CSF [163]. 
Aus der Familie der IL-6-Typ-Zytokine wurde der murine leukemia inhibitory factor (mLIF) 
immobilisiert und seine Auswirkung auf Differenzierung und Signaltransduktion muriner emb-
ryonaler Stammzellen untersucht. Matrices mit gebundenem mLIF aktivieren wie der lösliche 
Faktor mLIF-spezifische Signalwege (STAT3, MAP-Kinase) und sind deshalb in der Lage, 
embryonale Stammzellen im undifferenzierten Zustand zu halten, was eine Kultivierung der 
Zellen über einen längeren Zeitraum ohne zusätzliche Gabe von löslichem Zytokin ermöglicht 
[164-166]. Aus über mehrere Wochen kultivierten Stammzellen lassen sich anschließend gesun-
de Mäuse generieren [166]. Demnach besteht in der Immobilisierung eines Zytokins (oder 
Wachstumsfaktors) eine Möglichkeit zu einer vereinfachten, kostengünstigeren Alternative der 
Stammzellkultivierung im Vergleich zur klassischen Methode, bei der dauerhaft löslicher Faktor 
in ausreichender Konzentration dem Medium direkt oder indirekt über die Produktion aus ko-
kultivierten Zellen zugefügt werden muss. Bei dieser Alternative der Stammzellkultivierung darf 
trotz bioaktiver Modifikation die geeignete physikochemische Beschaffenheit der Biomaterial-
oberfläche nicht vernachlässigt werden [165].  
Außer mLIF finden sich in der Literatur keine weiteren Angaben über die Immobilisierung von 
gp130-aktivierenden Zytokinen der IL-6-Familie auf Biomaterialoberflächen. Neben der Modu-
lation von Entzündungsreaktionen können die Vertreter dieser Familie außerdem die Proliferati-
on und Differenzierung verschiedener Gewebezelltypen beeinflussen (Kapitel 1.1.3). Dieses 
Potential macht sie zu einem interessanten Werkzeug für die Steuerung der Grenzflächen-
Interaktionen von Biomaterial/Zelle sowohl in der klassischen Implantat-Forschung als auch auf 
den neueren Feldern der Gewebekonstruktion (tissue engineering) und Stammzellen-
Kultivierung, bei denen Biomaterialien als Zellgerüst und/oder zur Imitation der natürlichen 
Zellumgebung genutzt werden. 
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1.3 Methoden für die Immobilisierung bioaktiver Proteine auf Werkstoff-
oberflächen 
Immobilisierung kann definiert werden als die Reduktion oder der Verlust an Mobilität von 
Molekülen aufgrund ihrer Bindung (Kupplung) an eine Oberfläche. Art und Weise der Anbin-
dung bestimmen die späteren Eigenschaften einer solchen Anordnung [167]. Daher ist die Aus-
wahl einer geeigneten Immobilisierungsmethode zur Modifikation von Materialoberflächen mit 
biofunktionellen Proteinen wie Zytokinen oder Wachstumsfaktoren einerseits für deren Bioakti-
vität von grundlegender Bedeutung, andererseits ebenfalls abhängig vom Zweck der Kupplung 
oder Ziel der nachfolgenden Anwendung. Prinzipiell lassen sich die Methoden in vier Kategorien 
einteilen (Abb. 1.8): 1) unspezifisch/nicht-kovalent, 2) unspezifisch/kovalent, 3) ortsspezi-
fisch/nicht-kovalent, 4) ortsspezifisch/kovalent [168]. 
1.3.1 Unspezifische/nicht-kovalente Immobilisierung 
Diese Art der Immobilisierung repräsentiert eine einfache Methode, bei der die Kupplung an die 
Materialoberfläche durch passive Proteinadsorption erfolgt. Die Bindung basiert auf elektrostati-
schen und hydrophoben/hydrophilen Interaktionen sowie auf van der Waals-Kräfte oder Wasser-
stoffbrücken-Bindungen. Ihre Stärke ist abhängig von der Anzahl und zufälligen Verteilung der 
Interaktionspartner im Biomaterial bzw. Protein. Deshalb erlaubt die passive Adsorption nur eine 
begrenzte Kontrolle der Liganden-Orientierung, was die Homogenität der Oberflächenbeschaf-
fenheit senkt. Unterschiedliche Orientierungen können sich jedoch entweder direkt oder indirekt 
über Veränderung der Proteinkonformation auf die Bioaktivität des Proteins auswirken [74, 85, 
110]. Ferner ist die Anbindung des Proteins begrenzt stabil [280]. Detergenzien, Ionenstärke und 
pH-Wert können das Adsorptionsmuster verändern [167]. Zwar lässt sich nach Adsorption eines 
Proteins nur geringfügig eine Desorption nachweisen, allerdings könnte in einer proteinreichen 
Umgebung (z. B. in vivo) aufgrund des sog. Vroman-Effektes [169] ein Austausch des adsorbier-
ten Liganden durch Proteine mit höherer Affinität zur Werkstoffoberfläche erfolgen [74]. Über 
Modifikation der Oberflächeninteraktionen ist die Stabilität der Bindung prinzipiell steuerbar, 
jedoch kann sich dadurch ebenfalls die Aktivität des immobilisierten Wachstumsfaktors oder 
Zytokins verändern. Beispielsweise vermindert eine verstärkte Adsorption von BMP-2 dessen 
biologische Wirkung [170]. 
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Abbildung 1.8 – Methoden für die Immobilisierung bioaktiver Proteine auf Biomaterialoberflächen  
(schematische Darstellung) (nach [168]): A) Unspezifische, nicht-kovalente Immobilisierung: Die Protein-
Immobilisierung erfolgt durch Adsorption und basiert auf elektrostatischen, hydrophoben/hydrophilen Interaktio-
nen, Wasserstoffbrücken-Bindungen und/oder Van-der-Waals-Kräfte. Dadurch kann das Protein sowohl in bioakti-
ver als auch in inaktiver Orientierung reversibel an die Oberfläche binden. B) Unspezifische, kovalente Immobili-
sierung: Spezielle Oberflächen-Modifikationen reagieren mit den funktionellen Gruppen der Aminosäure-
Seitenketten (dargestellt ist die Reaktion eines Aldehyds mit einer Amin-Gruppe). Die Anbindung erfolgt kovalent 
allerdings ebenfalls in undefinierter Orientierung, wodurch die Bioaktivität beeinflusst werden kann C) Ortsspezifi-
sche, nicht-kovalente Immobilisierung: Die Immobilisierung basiert auf der Affinität zwischen einer Domäne im 
Zielprotein und einem entsprechenden Interaktionspartner auf der Werkstoffoberfläche. Die reversible, ortsspezi-
fische Anbindung ermöglicht eine bioaktive Orientierung des Zielproteins. Ein Beispiel ist die Interaktion zwischen 
einem His-tag und einer Ni2+-NTA-Matrix. D) Ortsspezifische, kovalente Immobilisierung: Durch die Interaktion 
einer speziellen Domäne im Protein mit einer entsprechend modifizierten Oberfläche wird eine kovalente Kupp-
lung ermöglicht. Neben klassischen chemischen Methoden existieren enzymatische Methoden. Beispielsweise 
verknüpft eine Transglutaminase ihre Zieldomäne mit einer Amin-modifizierten Oberfläche (links). In ähnlicher 
Weise ermöglichen affinity-capture-ligand-Systeme durch ihre Affinität zur Oberfläche und anschließender pseu-
doenzymatischer Reaktion eine ortsspezifische Kupplung des Zielproteins an die Oberfläche (rechts). Als Beispiel ist 
die SNAP-tag-Kupplung zu erwähnen. Resultat beider Beispiele ist die kovalente Immobilisierung in einheitlicher, 
reproduzierbarer und bioaktiver Orientierung. 
 
1.3.2 Unspezifische/kovalente Immobilisierung 
Bei dieser Methode werden die chemischen Gruppen der Biomaterialoberfläche unter anderem 
zu reaktiven Aldehyden, Epoxiden, Succinimidylestern oder Isothiocyanten modifiziert  
(Tabelle 1.3). Im Anschluss reagieren diese mit den jeweiligen funktionellen Gruppen der Ami-
nosäure-Seitenketten des zu immobilisierenden Wachstumsfaktors oder Zytokins unter Ausbil-
dung einer kovalenten Bindung. Auf diese Weise wurden z. B. VEGF, Angiopoietin und EGF 
per Carbodiimid-Chemie immobilisiert [133, 171]. 
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Tabelle 1.3:Benötigte chemische Modifikation einer Werkstoffoberfläche zur kovalenten Anbindung von Proteinen 
anhand der funktionellen Seitengruppen der Aminosäuren (nach [110, 167, 168]) 
Oberflächenmodifikation Seitengruppe Aminosäure 
Carboxylgruppe: Carbodiimid-Aktivierung 
N-hydroxysuccinimid 
N-hydroxysulfosuccinimid 
Isothiocyanat  
Aldehyd 
-NH2 Lys, hydroxyl-Lys 
Maleimid 
Pyridyl-Disulfid 
Vinyl-Sulfon 
-SH Cys 
Amin: Aktivierung der Carboxyl- 
Seitengruppe durch Carbodiimid 
-COOH Asp, Glu 
Epoxy 
-NH2 
-OH 
-SH 
Lys, hydroxyl-Lys, Ser, Thr, Cys 
Isocyanat 
-NH2 
-OH 
Lys, hydroxyl-Lys, Ser, Thr 
Arylazid 
Diazirin 
Benzophenon 
Kovalente Kupplung erfolgt nach UV-Bestrahlung und ist unab-
hängig von Seitengruppen des Proteins 
 
Eine weitere Möglichkeit besteht in der Modifikation des Materials mit photoreaktiven Substan-
zen wie z. B. Arylazid, welche nach UV-Bestrahlung den Liganden kovalent mit der Oberfläche 
verknüpfen. Dies ist beispielweise für die Kupplung von EGF und insulin-like growth factor 
(IGF) beschrieben [172]. 
Im Fehlen notwendiger Modifikationen des Liganden existiert der Vorteil der geschilderten 
Möglichkeiten, da sich die Produktion des Liganden weniger aufwendig gestaltet. Allerdings 
sind die für die Immobilisierung genutzten funktionellen Gruppen oft über das gesamte Protein 
verteilt, was eine zufällige, unspezifische Kupplung an die Oberfläche bewirkt. Variationen in 
Orientierung und/oder Konformation des Proteins sind die Folge. Die Stabilität der Bindung wird 
daher möglicherweise auf Kosten der Bioaktivität erzielt [167, 168, 173]. So ist kovalent ange-
bundenes IL-4 nicht mehr in der Lage, eine Differenzierung von Monozyten zu induzieren [280]. 
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1.3.3 Ortsspezifische/nicht-kovalente Immobilisierung 
Diese Immobilisierungs-Methode erlaubt eine Kontrolle über die Proteinorientierung und ermög-
licht im Vergleich zu rein chemischen Techniken eine schonende einheitliche (homogene) An-
bindung an die Materialoberfläche. Hierbei werden Bereiche im Protein und deren Bioaffinität 
zu einer entsprechend modifizierten Oberfläche genutzt. Beispielsweise besitzen einige 
Isoformen von Wachstumsfaktoren bestimmte Domänen (z. B. Heparin-Bindedomäne) mit einer 
Affinität zur Extrazellulärmatrix (EZM), die eine Verankerung des Proteins in der Matrix bewir-
ken [134]. Aufgrund der Anbindung über einen spezifischen Proteinabschnitt besitzt der Wachs-
tumsfaktor weiterhin die Fähigkeit, seine biologische Aktivität zu entfalten (juxtakrine Signal-
übertragung; Kapitel 1.1 und 1.2.4). In der Ausnutzung dieser natürlichen Affinität eines Wachs-
tumsfaktors zu bestimmten EZM-Komponenten besteht eine Möglichkeit zur Immobilisierung 
des Signalmoleküls auf einer Biomaterialoberfläche, welche mit den entsprechenden Komponen-
ten modifiziert wurde. Diese Methodik wurde unter anderem zur Immobilisierung von VEGF 
oder bFGF genutzt [138, 174-176]. Durch molekulargenetische Fusion (genetic engineering) 
solcher oder ähnlicher Bindedomänen an andere Wachstumsfaktoren oder Zytokine lassen sich 
diese Moleküle grundsätzlich ebenfalls über den geschilderten Mechanismus an eine Oberfläche 
kuppeln. Beschrieben ist dies u. a. für die Fusion einer Kollagen-Bindedomäne mit EGF, FGF, 
VEGF oder HGF und anschließender Bindung an eine Kollagen-modifizierte Oberfläche [120, 
177-179]. In ähnlicher Weise konnte EGF fusioniert mit einer Fibrin-Bindedomäne an Fibrin 
gebunden werden [180]. Ebenso wurde stem cell factor (SCF) über eine Cellulose-Bindedomäne 
auf einer inerten Cellose-Matrix immobilisiert [181]. Aufgrund des potentiell reversiblen Cha-
rakters der Anbindung wird diese Immobilisierungstechnik häufig bei der Konstruktion von 
Medikamenten-Freisetzungssysteme (drug release systems) angewendet, da sich die Freisetzung 
gegenüber reiner Diffusion deutlich verzögern lässt [116, 174, 182]. 
Eine weitere Möglichkeit ortsgerichteter/nicht-kovalenter Immobilisierung besteht in der Ver-
wendung von Affinitätsanhängern (affinity tags) [167, 168]. Ihre zumeist geringe Größe von 
wenigen Aminosäuren, wirkt sich im Vergleich zu großen Domänen teilweise positiv auf die 
rekombinante Expression aus. Der Anhänger muss für eine nachfolgende Kupplung zugänglich 
sein und sollte die Bioaktivität des Liganden möglichst nicht beeinflussen, deshalb erfolgt die 
Fusion in der Regel an den N- oder C-Terminus. Poly(His) ist ein populärer Vertreter der Affini-
tätsanhänger aufgrund seiner Vorteile wie geringe Größe, Kompatibilität mit organischen Lö-
sungsmitteln, geringe Immunogenität und effektive Anreicherung unter nativen und denaturie-
renden Bedingungen [167]. Proteine mit einem (His)6-Anhänger (His-tag) können über Nickel-
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Chelat-Komplexe wie Nickel-Nitrilotriessigsäure (Ni2+-NTA) immobilisiert werden. NTA wird 
dabei erst kovalent auf einer Oberfläche gebunden und anschließend mit Ni2+-Ionen beladen. Die 
Imidazolringe von zwei Histidinen verbinden sich mit einem Ni2+-Ion und dies führt zur Bildung 
eines oktaedrischen Koordinationskomplexes (Abb. 1.9 A). Die Komplex-Bildung erfolgt 
schnell und erlaubt prinzipiell eine effiziente Orientierung der Fusionsproteine auf der Material-
oberfläche. Allerdings ist die Bindung aufgrund einer geringen Affinität des His-tags zum Ni2+-
NTA-Komplex (Kd= 10 µM) reversibel. Durch Einsatz von Imidazol, Histidin, 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) oder durch eine pH-Wert-Veränderung kann die Immobi-
lisierung des His-tag-Proteins aufgelöst werden [167]. Ebenfalls nachteilig sind bestehende 
adsorptive Interaktionen zwischen Ni2+-NTA-Matrix und Zielprotein. Ferner besteht eine Affini-
tät der Matrix zu in der Proteinstruktur natürlich auftretenden Histidinen. Beide Aspekte resultie-
ren in einer möglicherweise unspezifischen Oberflächen-Anbindung des Zielproteins [183-185]. 
Trotz dieser scheinbar  methodischen Schwächen war es dennoch möglich, EGF über den His-
tag auf einer Ni2+-NTA-Oberfläche zu immobilisieren und dadurch die Kultivierung neuronaler 
Stammzellen zu unterstützen [186-188]. Als Alternative zur Ni2+-NTA-Matrix wird die  
TALON®-Matrix eingesetzt (Abb. 1.9 A). Unspezifische adsorptive Interaktionen zwischen 
TALON®-Matrix und Zielprotein sind minimiert. Außerdem enthält der TALON®-Ligand statt 
Nickel einen Kobalt-Kern, welcher His-tag Proteine mit höherer Spezifität bindet, da nur be-
nachbarte Histidine einen Komplex mit dem Co2+-Ion ausbilden [183, 185]. 
Eine äußerst stabile, gerichtete Kupplung eines Proteins an eine Oberfläche ohne Ausbildung 
kovalenter Bindungen lässt sich durch Verwendung der (Strept)Avidin-Biotin-Technik erreichen. 
Sie basiert auf der Affinität eines tetrameren Avidins oder Streptavidin zu Biotin (Vitamin H). 
Diese Bioaffinitäts-Immobilisierung formt eine der stärksten nicht-kovalenten Bindungen  
(Kd= 10-15 - 10-13 M) und ihre Interaktionsspezifität erlaubt eine gleichmäßige Orientierung des 
Liganden auf der Materialoberfläche [167, 189]. Typischerweise wird das Biomaterial mit 
(Strept)Avidin und das Zielprotein mit Biotin modifiziert, da eine Fusion des tetrameren 
(Strept)Avidin mit dem Zielprotein als nicht praktikabel erscheint. Aufgrund der geringen Größe 
von Biotin beeinflusst die Biotin-Modifikation prinzipiell nicht die Größe, Konformation oder 
Funktion des Proteins [167]. Allerdings erfolgt die Anbindung von Biotin größtenteils über die 
unspezifische chemische Reaktion mit funktionellen Gruppen im Zielprotein. Eine Möglichkeit, 
die resultierende zufällige Verteilung mit Einbußen in der biologischen Aktivität des Zielproteins 
zu umgehen, besteht in der Verwendung eines Biotin-tags [168, 189]. Dieser Anhänger aus 
mindestens 15 Aminosäuren bildet die Erkennungssequenz für das Enzym Biotin-Ligase, mit 
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deren Hilfe Biotin ortsspezifisch und kovalent an das Zielprotein gebunden wird [189, 190]. Im 
Anschluss wird das biotinylierte Protein über die Affinität zu (Strept)Avidin auf einer Oberflä-
che immobilisiert. Mit Hilfe dieser Methode wurde IFN-γ an eine Matrix gebunden und die 
Differenzierung neuronaler Stammzellen untersucht [162]. 
1.3.4 Ortsspezifische/kovalente Immobilisierung 
Für die ortsspezifische/kovalente Immobilisierung sind eine Reihe chemischer Methoden be-
schrieben (Diels-Alder-Cycloaddition, „Klick“-Chemie, α-Oxo-Semicarbazon Ligation und 
Staudinger Ligation) [167, 191]. Diese Techniken beruhen auf der kovalenten Reaktion lokal 
begrenzter Modifikationen im Protein mit einer entsprechend modifizierten Oberfläche. Jedoch 
erscheinen diese speziellen Modifikationen im Zielprotein nicht immer trivial [167, 168, 192]. 
Eine elegante Lösung liegt in der ortsspezifischen Modifikation des Zielproteins durch eine 
Farnesyltransferase analog zur enzymatischen Biotinylierung (Kapitel 1.3.3). In diesem Fall wird 
das Zielprotein ortsgerichtet mit einem Azid-Rest markiert und anschließend per „Klick“-
Chemie kovalent an eine Alkin-modifizierte Oberfläche gebunden [193]. Da Biokatalysatoren 
eine hohe Substratspezifität und -selektivität zeigen und die Reaktion größtenteils unter physio-
logischen Bedingungen katalysieren, besitzen enzymatische Strategien gewisse Vorteile gegen-
über rein chemischen Methoden. Die direkte, kovalente, rein enzymatische Immobilisierung des 
Zielproteins auf einer Oberfläche ist dabei wünschenswert. Eine Transglutaminase kuppelt nach 
Einbau ihrer Erkennungssequenz bioaktive Proteine und Peptide (z. B. RGD-Peptid) an eine 
Amin-modifizierte Matrix [192, 194-197]. In diesem Zusammenhang ist die enzymkatalysierte 
Kupplung von VEGF an eine Matrix besonders erwähnenswert [173]. In ähnlicher Weise kataly-
siert eine Phosphopantetheinyl-Transferase die Verknüpfung eines Zielproteins mit einer Koen-
zym-A-modifizierten Oberfläche. Das Zielprotein wurde hierzu auf genetischer Ebene mit einem 
Substrat-tag fusioniert, welcher eine ortsspezifische Anbindung ermöglichte [198, 199]. 
In der Verwendung sog. dock and lock- oder affinity capture ligand-Systeme besteht eine inte-
ressante Alternative. Ein einfaches Beispiel für diese Art der Immobilisierung ist die Kupplung 
von VEGF auf eine Fibronektin-modifizierte Oberfläche [138]. Dabei wurde die Affinität der 
natürlichen Heparin-Bindedomäne zu Fibronektin für eine Anlagerung des Wachstumsfaktors in 
einer bioaktiven Orientierung genutzt (docking). Im Anschluss erfolgte die stabile und kovalente 
Anbindung durch eine photoinduzierte Reaktion (locking). Ein typisches affinity capture ligand-
System repräsentiert die Fusion eines Zielproteins mit einer Cutinase (Serin-Esterase), welche 
die chemoselektive Reaktion mit einem Substrat auf der Materialoberfläche vermittelt. Hierzu 
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wird die Oberfläche mit einem Substrat-Inhibitor (Phosphonat) modifiziert, der die enzymatische 
Katalyse irreversibel inhibiert und dadurch das Zielprotein über die Cutinase ortsspezifisch und 
kovalent immobilisiert [200]. 
Auf die Nutzung von Substrat-Inhibitoren wird bei Anwendung der SNAP-tag-Technik verzich-
tet. Der SNAP-tag (20 kDa) ist ein Derivat der humanen O6-Alkylguanin-DNS-Alkyltransferase 
(hAGT), welche Teil des menschlichen DNS-Reparatursystems ist. DNS-Alkylierungen bewir-
ken Fehlpaarungen in der DNS und sind deshalb Auslöser von Mutationen. Die hAGT überträgt 
die Alkylgruppe (zumeist Methylgruppe) von O6-Alkylguanin-DNS unter Ausbildung einer 
kovalenten Bindung irreversibel auf einen eigenen Cystein-Rest [201, 202]. Streng genommen 
ist die hAGT deshalb ein Pseudo-Enzym, da sie sowohl Katalysator als auch Substrat der Reak-
tion ist. Infolge einer zielgerichteten Mutagenese konnte die Substratspezifität der hAGT verän-
dert werden. Daher besitzt der SNAP-tag eine 52-fach gesteigerte Aktivität gegenüber 
Benzylguanin (BG), welches er kovalent bindet [203]. Aufgrund dieser Steigerung der 
Substratreaktivtät ist die SNAP-tag-Technik ein optimales Werkzeug für die Fluoreszenzmarkie-
rung intrazellulärer Proteine unter in vivo Bedingungen. Übliche Fluoreszenzfarbstoffe sind 
dabei mit BG modifiziert, werden in die Zelle eingebracht, binden dort an das SNAP-tag-
fusionierte Zielprotein und ermöglichen dessen Detektion [204-206]. Der Vorteil gegenüber 
klassischen Fluoreszenz-Markern wie green fluorescent protein (GFP) und seinen Derivaten 
liegt in der Variabilität des SNAP-tags, da je nach Analyse unterschiedliche Farbstoffe für das-
selbe Fusionsprotein genutzt werden können [207]. 
Das Prinzip dieser Strategie lässt sich ebenfalls für die Kupplung von Proteinen auf Material-
oberflächen nutzen (Abb. 1.9 C). Durch Modifikation der Oberfläche mit BG und Fusion der 
hAGT bzw. des SNAP-tags mit einem Zielprotein wird dessen spezifische und quasi-irreversible 
Immobilisierung in definierter Orientierung an die Oberfläche ermöglicht [167]. Hervorzuheben 
sind insbesondere die milden Reaktionsbedingungen sowie die Einheitlich- und Reproduzierbar-
keit der Protein-Oberflächen-Modifikation trotz möglichen Verzichts auf zeitaufwendige Reini-
gungsschritte der rekombinanten hAGT- oder SNAP-Proteine [202]. Interessant sind diese Punk-
te für die Konstruktion von Protein-Microarray-Systemen zur Identifizierung von Protein-
Protein-Interaktionen [208]. In diesem Zusammenhang war eine spezifische Immobilisierung 
und Steuerung einer definierten Liganden-Dichte trotz eigentlich proteinabweisender Oberfläche 
durchführbar [209]. Ferner wurden mit Hilfe dieser Technik u. a. GFP-Fusionsproteine selektiv 
auf eine Glasoberfläche gekuppelt [210]. 
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Abbildung 1.9 – Immobilisierungsstrategien im Detail: A) His-tag-Kupplung (nach [183]): Sie basiert auf der 
Ausbildung eines Metall-Chelat-Komplexes durch die Imidazolringe der Histidine und  den geladenen Seitengrup-
pen einer Oberfläche. Als Zentralatom fungiert ein zweiwertiges Metall-Kation. Häufig wird Ni2+-
Nitrolotriessigsäure (Ni2+-NTA) als Matrix verwendet. Allerdings ermöglicht die TALON®-Matrix mit Co2+ als Zentral-
atom aufgrund einer Reduktion von unspezifischen Interaktionen eine verbesserte Anbindung von His-tag-
Proteinen. B) Kovalente Kupplung über den His-tag (nach [230]): Diese Strategie basiert auf einer Reaktion zwi-
schen  Imidazolringen des His-tags und auf der Werkstoffoberfläche befindlichen Phenylboronsäure. Die Reaktion 
wird durch Di-μ-hydroxo-bis(N,N,N′,N′-tetramethylethylenediamin)-Kupfer(II)-Chlorid (Cu-TMEDA) katalysiert und 
führt unter Sauerstoff-Atmosphäre und in wässrigem Medium zur Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen 
dem Imidazol- und dem Phenyl-Rest. Dabei wird der Boronsäure-Rest abgespalten. C) SNAP-tag-Kupplung (nach 
[202]): Der SNAP-tag ist mit dem Zielprotein fusioniert. Seine Affinität zu einer Benzylguanin-modifizierten Ober-
fläche vermittelt die anschließende kovalente Verbindung zwischen einem Thiol-Rest (Cystein) im SNAP-tag und 
dem Benzyl-Rest auf der Materialoberfläche. Bei dieser Reaktion wird Guanin freigesetzt. 
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1.4 Zielsetzung 
Die vorliegende Arbeit ist eingebunden in das Graduiertenkolleg „Biointerface – Detektion und 
Steuerung Grenzflächen-induzierter biomolekularer und zellulärer Funktionen“. Aufgabe des 
Graduiertenkollegs ist die Entwicklung sog. „intelligenter“ Implantat- oder (Bio)material-
Oberflächen, mit deren Hilfe sich Vorgänge an der Grenzfläche Material/Zellen gezielt beein-
flussen lassen.  
Aufgrund ihres immunregulatorischen Potentials und ihrer Auswirkung auf Proliferation und 
Differenzierung verschiedener Gewebezelltypen sind die gp130-aktivierenden Zytokine attrakti-
ve Werkzeuge zur Steuerung von Grenzflächen-Interaktionen wie z. B. die nach Implantation 
eines Biomaterials ausgelöste Fremdkörperreaktion. Die Immobilisierung dieser Zytokine be-
wirkt eine lokale Beschränkung ihrer Effekte auf den Bereich der Grenzfläche. Dadurch lassen 
sich zusätzlich neue Erkenntnisse über Regulation und Wirkung bestimmter Signalkaskaden 
gewinnen. Somit sind Zytokin-Immobilisate äußerst hilfreich für die Grundlagen-Forschung. 
Allerdings kann die Immobilisierung des Zytokins evtl. seine Signaltransduktion gegenüber dem 
löslichen Zytokin verändern. Deshalb ist eine Untersuchung der Signalweiterleitung von großer 
Bedeutung für den Einsatz Zytokin-modifizierter Biomaterialien in der Praxis. 
Nachfolgend werden folgende Fragen analysiert: 
I) Wie lassen sich Zytokine gerichtet immobilisieren? 
II) Sind immobilisierte IL-6-Typ-Zytokine in der Lage ihre Rezeptoren zu aktivieren? 
III) Ist eine veränderte oder beeinträchtigte Signaltransduktion zu beobachten? 
Die vergleichende Analyse (lösliches/immobilisiertes Zytokin) erfolgt einerseits durch Anwen-
dung biochemischer und molekularbiologischer Methoden anderseits wird die Signalübertragung 
mit Hilfe der konfokalen laser-scanning Mikroskopie untersucht, da sich durch diese Technik 
neue Erkenntnisse in der Zytokin-Rezeptorbindung und -aktivierung offenbaren sollen. Auch die 
nukleäre Akkumulation aktivierter STAT3-Moleküle kann so besser verfolgt und beurteilt wer-
den. Um die Detektion der Zytokine bei Nutzung der konfokalen Mikroskopie zu ermöglichen, 
werden die Zytokine mit dem yellow fluorescent protein (YFP) fusioniert. Außerdem soll das 
YFP die Analyse der Zytokin-bead-Immobilisate und eine Beurteilung der Kupplungs-Effizienz 
mittels Durchflusszytometrie erlauben. 
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Abbildung 1.10 – Verwendetes Modellsystem zur Untersuchung der Signaltransduktion durch immobilisierte  
IL-6-Typ-Zytokine: Als Modell-Oberfläche dienen sphärische Partikel (beads) auf Polystyrol-Basis (Ø 1 – 3 µm) mit 
einer für die Kupplung geeigneten Modifikation (TALON®-Matrix, Phenylboronsäure oder Benzylguanin). Die 
biologisch aktive Domäne, das Zytokin hLIF, hOSM oder hIL-6, wird N-terminal mit weiteren funktionellen Domä-
nen fusioniert, die a) eine Bindung (his-tag oder SNAP-tag), b) eine Überprüfung (EK= Enterokinase-Schnittstelle) 
der Immobilisierungsorientierung und c) eine Detektion (YFP= yellow fluorescent protein) auf der Oberfläche 
ermöglichen. Aufgrund des modularen Aufbaus lässt sich das Fusions-Zytokin prinzipiell an jede Oberfläche (mit 
geeigneter Modifikation) kuppeln, nachweisen und durch Verwendung einer Enterokinase seine Anbindung in 
bioaktiver Orientierung kontrollieren. 
 
Durch molekulargenetische Methoden werden die Zytokine hLIF, hOSM und hIL-6 N-terminal 
mit Anhängern (tags) fusioniert (Abb. 1.10), die nach Produktion in E. coli oder HEK293-Zellen 
a) eine Reinigung (His-tag), b) eine reproduzierbare, ortsspezifische Kupplung in bioaktiver 
Orientierung (His-tag oder SNAP-tag) an eine entsprechend modifizierte Oberfläche und c) eine 
Oberflächen-Detektion durch das YFP erlauben. 
Als Modelloberfläche für die Untersuchung der Signaltransduktion durch immobilisierte 
Zytokine dienen kleine (Ø 1 – 3 µm), magnetische und sphärische Partikel (beads) auf Polysty-
rol-Basis, auf deren Oberfläche die Fusions-Zytokine immobilisiert werden sollen. Notwendige 
Oberflächenmodifikationen für die jeweiligen Kupplungsstrategien werden mithilfe der 
Carbodiimid-Chemie durchgeführt [211]. 
Für eine effiziente Oberflächenanbindung werden drei Strategien einer ortsgerichteten Immobili-
sierung untersucht (Abb. 1.9): 
A) Koordinative Bindung über den His-tag an eine TALON®-Matrix mit Kobalt-Ionen 
B) Kovalente Kupplung über den His-tag an eine Phenylboronsäure-Oberfläche 
C) Kovalente Kupplung durch den SNAP-tag an eine Benzylguanin-Oberfläche 
biol. 
FunktionDetektionBindung
Modelloberfläche
mit Modifikation zur 
Zytokinkopplung
C-TerminusN-Terminus
ZytokinYFPtag
Kontrolle
bead
EK
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Die zweite Strategie basiert auf einer von Collmann et. al [212] beschriebenen Di-μ-hydroxo-
bis(N,N,N′,N′-tetramethylethylendiamin)-Kupfer(II)-Chlorid (Cu-TMEDA)-katalysierten Reak-
tion zwischen Phenylboronsäure und Imidazol. Auf dieser Grundlage entwickelte das Aachener 
Fraunhofer Institut für Molekularbiologie und angewandte Ökologie (IME) in Kooperation mit 
dem Philips Research Center Aachen eine Immobilisierungsstrategie [230]. Zur Bestätigung der 
dortigen Erkenntnisse wird vorab auf die Verwendung von Zytokin verzichtet und analog mit 
einem synthetischen Peptid gearbeitet. Dieses FITC-markierte Peptid enthält sechs Histidine für 
die Kupplung, Fluoresceinisothiocyanat (FITC) für die Oberflächen-Detektion und eine 
Enterokinaseschnittstelle, welche der Überprüfung der gerichteten Kupplung dienen soll.  
Die Enterokinase ist eine hochspezifische Protease welche in vitro zur Entfernung von Affini-
täts-tags genutzt wird [213]. In der vorliegenden Arbeit soll ihre Aktivität die Überprüfung der 
erwünschten ortsgerichteten Kupplung und der einheitlichen, bioaktiven Orientierung der immo-
bilisierten Zytokine ermöglichen. Nach Einbau der Enterokinaseschnittstelle zwischen die Kupp-
lungs- (His-tag oder SNAP-tag) und Detektions-Domäne (YFP) (Abb. 1.10) sollen sich durch 
Einsatz der Enterokinase ortsspezifische und unspezifische Protein-Bindung auf der Material-
oberfläche voneinander unterscheiden und die homogene Orientierung der Zytokin-
Immobilisierung beurteilen lassen. 
Der potentielle Vorteil des untersuchten Modellsystems besteht im modularen Aufbau der Fusi-
ons-Zytokine. Die Zytokin-Konstrukte können prinzipiell an jede entsprechend modifizierte 
Oberfläche ortsspezifisch und effizient gekuppelt werden. Die Fluoreszenzdetektion ist univer-
sell und sollte eine Quantifizierung der immobilisierten Zytokin-Menge ermöglichen. Auch die 
Überprüfung der einheitlichen Zytokin-Orientierung auf der Oberfläche durch die Enterokinase 
ist generell für jede Oberfläche durchführbar. Ferner ließe sich das System durch die 
Enterokinase-abhängige Reversibilität der Zytokin-Anbindung in ein kontrollierbares drug-
release-system umwandeln. 
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2 Material und Methoden 
Material und Methoden sind nach Standardprotokollen des Instituts für Biochemie und Moleku-
larbiologie, RWTH Aachen, verfasst und entsprechend individueller experimenteller Änderun-
gen modifiziert. 
2.1 Verbrauchsmaterialien 
2.1.1 Chemikalien  
Alle verwendeten Chemikalien wurden in der Qualität pro analysi eingesetzt und falls nicht 
weiter angegeben von Sigma-Aldrich (Deutschland), Roth (Deutschland), Merck (Deutschland) 
oder Fluka (Schweiz) bezogen. Alle wässrigen Lösungen und Puffer wurden mit doppelt destil-
liertem Wasser (Qualität: Millipore; Millipore, Deutschland) hergestellt. 
2.1.2 Zytokine und lösliche Rezeptoren 
hIL-6 Rekombinantes, humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et 
al [214] von A. Küster und B. Mütze (Institut für Biochemie und Mole-
kularbiologie, RWTH Aachen) hergestellt. Die spezifische Aktivität 
betrug 2x106 BSF2 (B-Cell stimulatory factor-2) U/mg Protein. 
hOSM Humanes OSM wurde von der Firma Peproteq (USA) bezogen. 
hLIF Humaner LIF wurde von der Firma Chemicon (USA) bezogen. 
shIL-6Rα (gp80) Löslicher, humaner IL-6Rα wurde von A. Küster und M. Kauffmann 
(Institut für Biochemie und Molekularbiologie, RWTH Aachen) mittels 
des Baculovirus Expressionssystem hergestellt [215]. 
2.1.3 Antikörper 
Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Antikörper 
Antikörper Beschreibung Ig-Typ bezogen von Anwendung 
STAT3 (C20):  
sc-482 
Polyklonal, gegen C-
Terminus von STAT3  Kaninchen Santa Cruz, USA  WB 
STAT3 (H190):  
sc-7179 
Polyklonal, gegen N-
Terminus von STAT3 Kaninchen Santa Cruz, USA  WB 
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Phospho-Y705-
STAT3 
Polyklonal, gegen 
phosphoryliertes Tyro-
sin(705)-Motiv von STAT3  
Kaninchen Cell Signaling, USA  WB 
p44/42  
Polyklonal, gegen 
unphosphoryliertes 
ERK1/2 
Ziegen- Santa Cruz, USA WB 
p44/42 
(pY202/204)  
Polyklonal, gegen 
phosphoryliertes Tyro-
sin(202) bzw. (204)-Motiv 
von ERK1/2 
Maus- Cell signaling, USA WB 
GFP (B-2):  
sc-9996 
Monoklonal, gegen GFP 
und Derivate  Maus Santa Cruz, USA WB 
GFP  
(600-301-215) 
Monoklonal, gegen GFP 
und Derivate  Maus Rockland, USA WB, ELISA 
SNAP-tag 
(CAB4255) 
Polyklonal, gegen SNAP-
tag Fusionsproteine Kaninchen 
Open Biosys-
tems, USA WB, ELISA 
hLIF 
(MO16101) 
Monoklonal, gegen rekom-
binantes humanes LIF Maus Neuromics, USA WB, ELISA 
hOSM  
(AF-295-NA) 
Monoklonal, gegen rekom-
binantes humanes OSM  Ziege 
R&D systems, 
USA WB, ELISA 
hIL-6 
(MAB206) 
Monoklonal, gegen rekom-
binantes humanes IL-6 Maus 
R&D systems, 
USA WB, ELISA 
Kaninchen, 
HRP-konjugiert 
Polyklonal, gegen Kanin-
chen-Immunglobulin  Ziege 
DAKO, Deutsch-
land  WB 
Maus, HRP-
konjugiert  
Polyklonal, gegen Maus-
Immunglobulin Ziege 
DAKO, Deutsch-
land  WB 
Ziege, HRP-
konjugiert  
Polyklonal, gegen Ziegen-
Immunglobulin Kaninchen 
DAKO, Deutsch-
land WB 
PE-hIL-6 
(IC206P) 
Monoklonal, PE-
konjugierter Antikörper 
gegen hIL-6 
Maus R&D systems, USA FACS 
PE-hOSM 
(IC2951P) 
Monoklonal, PE-
konjugierter Antikörper 
gegen hOSM 
Maus R&D systems, USA FACS 
 
2.1.4 Plasmide und Vektoren 
pSVLΔEcoRI pSVL-Vektor (Pharmacia, Schweden) ohne EcoRI-
Schnittstelle in multiple cloning site (MCS), 
eukaryotischer Expressionsvektor, SV40-Promotor, 
Ampicillin Resistenz (Institut für Biochemie und Moleku-
larbiologie, RWTH Aachen) 
pSVLΔEcoRI-gp130id-CFP Fusionsprotein aus humanem gp130 und CFP, in dem Val1 
von CFP direkt auf Pro668 von gp130 folgt, wodurch die 
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Internalisierung von gp130id-CFP verhindert wird [216]. 
pcDNA5/FRT/TO  Eukaryotischer Expressionsvektor, Tetracyclin reguliert, 
hybrider CMV/TetO2-Promoter, Ampicillin Resistenz, 
Hygromycin B-Resistenz bei stabiler durch das Enzym 
Flp-Rekombinase vermittelte Integration in genomische 
FRT- Sequenz (Invitrogen, USA) 
pOG44 Vektor mit Sequenz der Flp-Rekombinase, konstitutiv 
aktiver CMV-Promoter (Invitrogen, USA), Ampicillin-
Resistenz 
pcDNA5/FRT/TO-STAT3-CFP Das STAT3-CFP-Gen steht unter Kontrolle des CMV-
Promotors. Expression auch bei transienter Transfektion 
(Institut für Biochemie, Aachen). 
pcDNA5/FRT/TO-gp130id-CFP Expression des gp130id-CFP-Gens nach transienter 
Transfektion (Institut für Biochemie, Aachen). 
pcDNA/FRT/TO-hOSMR Expression von humanem OSM-Rezeptor nach transienter 
Transfektion (Institut für Biochemie, Aachen). 
pIB/V5-his-YFP-hIL-6 Insektenzell-Expressionsvektor (Invitrogen, USA) mit Gen 
für ein Fusionsprotein aus YFP, hIL-6 und der Signalse-
quenz des  hIL-6 (sig-IL-6). Der C-terminale ursprüngliche 
His-tag des Vektors wird bei Expression nicht abgelesen 
(Institut für Biochemie, Aachen). 
pSS26b bzw. pT7-SNAP Quell-Plasmid für den SNAP-tag (Covalys, Schweiz bzw. 
NEB, USA) 
pcDNA5-sigIL-6-hisSNAP-
YFP-hLIF 
pcDNA/FRT/TO-Vektor zur stabilen Integration des 
hisSNAP-YFP-hLIF-Gens in die eukaryotische Zielzelle. 
Gen steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors und 
besitzt für Sekretion Signalpeptid von hIL-6. 
pcDNA5-sigIL-6-hisSNAP-
YFP-hOSM 
pcDNA/FRT/TO-Vektor zur stabilen Integration des 
hisSNAP-YFP-hOSM-Gens in die eukaryotische Zielzelle. 
Gen steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors und 
besitzt für Sekretion Signalpeptid von hIL-6. 
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pcDNA5-sigIL-6-hisSNAP-
YFP-hIL-6 
pcDNA/FRT/TO-Vektor zur stabilen Integration des 
hisSNAP-YFP-hIL-6-Gens in die eukaryotische Zielzelle. 
Gen steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors und 
besitzt für Sekretion Signalpeptid von hIL-6. 
pET-17b Bakterieller Expressionsvektor (EMD4Biosciences, 
USA),T7-Promoter, Ampicillin Resistenz 
pET17-hisYFP-hLIF Vektor für bakterielle Expression des hisYFP-hLIF-Gens  
pET17-hisYFP-hOSM Vektor für bakterielle Expression des hisYFP-hOSM-Gens 
pET17-hisYFP-hIL-6 Vektor für bakterielle Expression des hisYFP-hIL-6-Gens 
pET17-hisYFP-stop Vektor für bakterielle Expression des hisYFP-Gens 
pET17-hisSNAP-YFP-hLIF Vektor für bakterielle Expression des hisSNAP-YFP- 
hLIF-Gens  
pET17-hisSNAP-YFP-hOSM Vektor für bakterielle Expression des hisSNAP-YFP-
hOSM-Gens 
pET17-hisSNAP-YFP-hIL-6 Vektor für bakterielle Expression des hisSNAP-YFP- 
hIL-6-Gens 
pET17-hisSNAP-YFP-stop Vektor für bakterielle Expression des hisSNAP-YFP-Gens 
2.2 Prokaryotische Zellen und deren Kultivierung 
2.2.1 Verwendete Bakterienstämme 
JM83 E.-coli Bakterienstamm, der zur Klonierung und Amplifikation von 
Plasmid-DNS verwendet wurde 
JM110 E.-coli Bakterienstamm, der zur Klonierung und Amplifikation von 
Plasmid-DNS verwendet wurde. JM110 fehlen die Methylasen Dam 
und Dcm, so dass isolierte Plasmid-DNS mit Methylase-sensitiven 
Restriktionsenzymen geschnitten werden kann. 
JM109(DE3) E.-coli Bakterienstamm, der zur Produktion rekombinanter Proteine 
verwendet wurde. Dieser Stamm enthält eine chromosmale Kopie des 
Gens für die T7-RNA-Polymerase. 
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BL21(DE)pLysS E.-coli Bakterienstamm, der zur Produktion rekombinanter Proteine 
verwendet wurde. Dieser Stamm enthält eine chromosomale Kopie 
des Gens für die T7-RNA-Polymerase. Außerdem enthält er das 
Plasmid pLysS, welches das Gen für das T7-Lysozym kodiert. Das 
T7-Lysozym unterdrückt eine basale Hintergrund-Expression des 
transformierten Zielgens durch die T7-Polymerase. Eine 
Chloramphenicol-Resistenz selektioniert pLysS-positive Klone. 
2.2.2 Verwendete Kulturmedien und Kultivierung 
(LB-Medium) 
Lysogeny broth: 5 g/L NaCl 
5 g/L Hefeextrakt (Difco, Detroit, MI) 
 10 g/L Trypton (Difco, Detroit, MI) 
15 g/L Agar (MP Biomedicals, Eschwege) LB-Nährböden: 
 
Die Kultivierung von untransformierten E. coli Stämmen erfolgte ohne Antibiotikum. Lediglich 
für die Anzucht von BL21(DE3)pLysS wurde dem Medium Chloramphenicol (50 mg/L) beige-
fügt. Zur Selektion transformierter Klone wurden die Bakterien auf LB-Nährböden mit 100 
μg/mL Ampicillin (Sigma, Deutschland) ausgestrichen. Transformierte rekombinante Bakterien 
wurden anschließend in LB-Medium mit 100 mg/L Ampicillin als Schüttelkultur (250 upm, 
Infors AG, Deutschland) bei 37°C kultiviert. Die Stammhaltung zur Sicherung von Klonierungs-
produkten erfolgte in Form einer Gefrierkultur bei -80°C in LB-Medium mit 20% Glycerol. 
2.2.3 Herstellung kompetenter Bakterien  
Die E. coli Stämme JM83, JM109 (DE3) und JM110 wurden durch Behandlung mit CaCl2 für 
die Aufnahme von DNS kompetent gemacht. Hierzu wurden 500 ml LB-Medium mit einer 
Vorkultur in der stationären Phase angeimpft (OD600 = 0,02). Die Hauptkultur wurde bei 37°C in 
einem Schüttelinkubator bebrütet, bis eine OD600 von 0,3 erreicht war. Ab dann erfolgten alle 
Schritte bei 4°C. Die Hauptkultur wurde 10 min bei 3000 g zentrifugiert, das Bakteriensediment 
in 125 ml 50 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und 20 min in Eiswasser inkubiert. Anschließend 
wurden die Bakterien 5 min bei 3000g zentrifugiert und das Sediment in 25 ml CaCl2-Lösung 
mit 10% Glycerin aufgenommen. Die kompetente Bakteriensuspension wurde in 400-μl-Aliquots 
in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
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2.2.4 Transformation kompetenter Bakterien 
10-20 µL Ligationsansatz oder 1-5 ng Plasmid-DNS wurden mit 100 µL kompetenten Bakterien 
(JM83, JM109(DE3) oder JM110) versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Es folgten ein Hitze-
schock von 90 s bei 42°C und eine weitere Phase auf Eis von 2 min. Diesem Transformationsan-
satz wurde 900 µL LB-Flüssigmedium zugegeben. Die Bakterienkultur inkubierte bei 37°C für 
45 min unter ständigem Schütteln. Die Kultur wurde abzentrifugiert und 800 µL Überstand 
verworfen. Das Zellsediment wurde in den verbliebenen 200 µL resuspendiert und auf LB-
Nährböden mit Ampicillin zur Selektion ausgestrichen. Rekombinante Klone wuchsen im Brut-
schrank bei 37°C über Nacht in Kolonien und wurden anschließend einer Analyse unterzogen. 
Einzelne Kolonien wurden vom Nährboden entfernt, jeweils in 3 mL LB-Medium aufgenom-
men, kultiviert und schließlich die Plasmid-DNS isoliert und analysiert. 
Mit dem E. coli Stamm BL21(DE3)pLysS wurden 3 mL LB-Medium (enthielt zusätzlich 
Chloramphenicol mit 50 µg/mL) angeimpft und die Bakterien bis zur stationären Phase kulti-
viert. Im Anschluss wurde 1 mL der Kultur entnommen, die Bakterien durch Zentrifugation 
sedimentiert und danach das Zellsediment in 1 mL TFB-Puffer aufgenommen. Die Bakterien-
Suspension wurde 10 min auf Eis gelagert. 100 µL dieser Suspension wurden mit 0,1 µg 
Plasmid-DNS versetzt und anschließend weiter verfahren, wie für die anderen Bakterienstämme 
beschrieben. 
10 mM MES-Puffer pH 6,5 TFB-Puffer: 
 45 mM MnCl2 
 10 mM CaCl2 
 3 mM Co(NH3)6Cl3 
 100 mM KCl 
2.3 Allgemeine molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNS im kleinen Maßstab 
Die Präparation von Plasmid-DNS in kleinen Mengen (5-15 μg) diente der Kontrolle von 
Klonierungen sowie zur Sequenzierung rekombinanter Plasmide. Der Zellaufschluss der Bakte-
rien und die Aufreinigung der Plasmid-DNS wurden aus 3-mL-Übernachtkulturen mit Hilfe 
eines Plasmid-Mini-Präparationskits (Qiagen, Deutschland) nach Herstelleranleitung isoliert. 
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2.3.2 Isolierung von Plasmid-DNS im präparativen Maßstab 
Um Plasmid-DNS im größeren Maßstab (50-500 μg) für die Transfektion eukaryotischer Zellen 
zu erhalten, wurden Übernachtkulturen von 250 mL mit Hilfe von Maxi-Plasmid-
Präparationskits (Qiagen, Deutschland) nach Herstelleranleitung aufgearbeitet. Die isolierte DNS 
wurde in Wasser aufgenommen. 
2.3.3 Quantitative Nukleinsäurebestimmung 
Die Quantifizierung der DNS erfolgte mit einem UV-Spektrometer (NanoDrop products, USA) 
und der zugehörigen Software über die Absorption bei λ = 260 nm. Eine Absorption A260=1,0 
entspricht 50 μg doppelsträngiger DNS  pro Milliliter. Die Reinheit der Nukleinsäurepräparation 
wurde mit Hilfe der A280nm ermittelt. Der Quotient A260nm/A280nm sollte bei 1,7-2,0 liegen. 
2.3.4 Enzymatischer Verdau von DNS mit Restriktionsendonukleasen 
Die enzymatische Restriktion von DNS erfolgte nach Standardvorschriften [217], jeweils modi-
fiziert nach den Empfehlungen der Enzymhersteller. In einen analytischen Restriktionsverdau 
wurden 0,5-1 μg DNS, in einen präparativen 2 -5 μg DNS eingesetzt. Die Enzyme wurden mög-
lichst im doppelten Überschuss zugegeben. Die Inkubationszeiten lagen zwischen 1 h und 3 h. 
Ein Restriktionsverdau mit zwei Enzymen erfolgte im selben Puffer, sofern die Pufferbedin-
gungen beider Enzyme ähnlich waren. 
2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNS-Fragmenten 
Die Restriktionsansätze oder PCR-Ansätze wurden nach Zusatz von 1/10 Volumen 10x-DNS-
Probenpuffer ihrer Größe nach im elektrischen Feld mit 5 V/cm2 in einem Agarose-Gel beste-
hend aus 1-1,5 % Agarose (SeaKem-LE-Agarose, Biozym, USA) in TAE-Laufpuffer aufge-
trennt. Der Agarose wurden 0,2 μg/mL Ethidiumbromid, ein DNS-interkalierender DNS-
Fluoreszenzfarbstoff, zugesetzt, wodurch die DNS-Banden unter UV-Licht sichtbar wurden und 
näherungsweise eine Abschätzung der DNS-Mengen aufgrund der Fluoreszenz-Intensitäten der 
Banden erfolgen konnte. Als Größenmarker diente die 1 Kb DNS ladder (Invitrogen, USA). 
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0,4% Xylencyanol 10x-DNS-Probenpuffer: 
 0,4% Bromphenolblau 
 25% Ficoll 
0,04 M Tris-Base TAE-Laufpuffer: 
 0,02 M Essigsäure 
 1 mM EDTA 
2.3.6 Isolierung von DNS Fragmenten aus Agarose-Gelen 
DNS-Fragmente aus Restriktionen oder PCR-Amplifikationen wurden im Agarosegel aufge-
trennt, die gewünschten Banden aus dem Gel geschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Deutschland) aus der Gelmatrix isoliert und in Wasser aufgenommen. 
2.3.7 Oligonukleotid-Hybridisierung 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (MWG Biotech AG, Deutsch-
land) bezogen. Jeweils 25 µL komplementärer Oligonukleotid-DNS (200 pmol/µL) wurden mit 
40 µL Hybridisierungs-Puffer und 110 µL H2O vermischt. Der Ansatz wurde 2 min auf 95°C 
erhitzt und anschließend im Heizblock für 3-5 h auf Raumtemperatur abgekühlt. Danach wurde 
der Ansatz mit H2O auf 25 fmol/µL verdünnt und bei -20°C gelagert. 
100 µL 2 M Tris/HCl, pH 7,4 5x Hybridisierungspuffer: 
 100 µL 1 M MgCl2 
 25 µL 5 M NaCl 
 ad 1 mL mit H2O 
2.3.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) diente der spezifischen Amp-
lifikation von DNS-Abschnitten. Das Prinzip der PCR ist die exponentielle Vermehrung eines 
spezifischen DNS-Abschnittes, welcher von zwei Oligonukleotiden (primern) flankiert wird. 
Dabei fungiert das Produkt eines Reaktionszyklus in den nachfolgenden Zyklen erneut als Sub-
strat der Polymerase. Die betreffenden Oligonukleotide (ca. 18-30 DNS-Basen) wurden so ge-
wählt, dass sie die Zielsequenz flankierten und je ein Oligonukleotid mit dem kodierenden  
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(sense) und eins mit dem nicht-kodierenden DNS-Strang (antisense) hybridisierten. Zusätzlich 
enthielten die primer Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme, damit das resultierende 
PCR-Produkt anschließend in den gewünschten Zielvektor ligiert werden konnte. Alle verwende-
ten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (MWG Biotech AG, Deutschland) bezogen 
oder waren im Labor vorhanden. 
Ein entscheidender Parameter für die PCR ist die optimale annealing (Hybridisierungs)-
Temperatur (Taopt). Sie wurde nach folgender Formel berechnet [218]: 
Taopt = 0,3 x TmPrimer + 0,7 x TmProdukt – 14,9 
Die Schmelztemperatur Tm ist abhängig vom G/C-Gehalt und Länge der hybridisierten Sequen-
zen sowie von der molaren Konzentration monovalenter Kationen in der Reaktionslösung. Sie 
wurde folgendermaßen bestimmt: 
Tm = 81,5 + 0,41 x (% GC-Gehalt) + 16,6 x (log [Konz. Kationen]) – 675/Anzahl Basen 
Die PCR-Reaktion wurde mit einem Thermo-Schüttler (Biometra, Deutschland) durchgeführt. 
Dabei war die Elongationszeit abhängig von der Länge des Endproduktes, da die verwendete 
Taq-Polymerase (NEB, USA) für eine Verlängerung der primer um 1000 Basen ca. 0,5-1 min 
benötigt. Die einzelnen Schritte wurden deshalb wie folgt programmiert: 
 PCR-Reaktion:  
1. erste Denaturierung 120 s 94°C 
2. Hybridisierung 45 s Taopt 
3. Elongation # s 75°C 
4. Denaturierung 45 s 94°C 
5. Letzte Elongation 300 s 75°C 
6. Stop - 4°C 
Ein PCR-Reaktionsansatz hatte ein Endvolumen von 50 µL. Nach Inkubation im Thermo-
Schüttler wurden die amplifizierten Fragmente im Agarose-Gel aufgetrennt. 
  
30 Zyklen 
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100-500 ng DNS PCR-Reaktionsansatz: 
 je 50 pmol sense-primer und antisense-primer 
 200 µM dNTP (je 50 µM dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 
 2,5 U Taq DNS Polymerase 
 5 µL 10x ThermoPol-Puffer (NEB, USA) 
 ad 50 µL mit H2O 
2.3.9 DNS-Ligation  
Zur Ligation doppelsträngiger DNS wurde T4-DNS-Ligase in ATP-enthaltendem Ligations-
puffer (Roche, Deutschland) verwendet. Pro Ansatz wurden 50 ng geschnittener Plasmid-Vektor, 
ein dreifacher molarer Überschuss an zu inserierender DNS und 2,5 U Ligase eingesetzt. Der 
Ansatz (maximal 20 µL mit insgesamt 0,01-0,1 µg DNS) wurde 1 h bei 37°C oder über Nacht 
bei RT inkubiert. Anschließend wurde die Ligase für 10 min bei 65°C inaktiviert. Für die Trans-
formation von Bakterien wurde der Ansatz mit 100 µL einer Suspension kompetenter Bakterien 
vermischt. 
2.3.10 Automatische DNS-Sequenzierung  
Zur Bestätigung einer erfolgreichen, fehlerfreien Insertion von DNS in ein Plasmid, wurden die 
isolierten Plasmid-Konstrukte sequenziert. Die Sequenzierung von DNS erfolgte durch die Firma 
MWG Biotech AG (Deutschland). Es wurden 1 µg Plasmid-DNS und entsprechende 
Oligonukleotide zur Sequenzierung eingesendet. Alle verwendeten Oligonukleotid-Primer wur-
den von MWG bezogen oder waren im Labor vorhanden. 
2.4 Eukaryotische Zelllinien und deren Kultivierung 
2.4.1 Verwendete Zelllinien 
  
HepG2 Adhärent wachsende humane Hepatom-Zelllinie (A.T.C.C., USA).  
2C4 Adhärent wachsende humane Fibrosarkomzelllinie, abstammend 
von HPRT negativen HT1080 Zellen [219] 
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2.4.2 Verwendete Zellkulturmedien, Zusätze, Reagenzien Puffer 
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
mit GlutaMAX I 
Gibco, Deutschland 
DMEM/F12 (1:1) mit GlutaMAX I Gibco, Deutschland 
Opti-MEM mit GlutaMAX I Gibco, Deutschland 
FKS (fötales Kälberserum) CytoGen GmbH, Deutschland 
Penicillin (10.000 U/ml)/ Streptomycin (10 mg/ml) Gibco, Deutschland 
Blasticidin (10 ng/ml) Invitrogen, USA 
Zeocin (100 mg/ml) Invitrogen, USA 
Hygromycin B (50 mg/ml)  Roth, Deutschland 
Doxycyclin (10 ng/ml) Sigma, Deutschland 
Trypsin/EDTA-Lösung Invitrogen, USA 
  
HEK293 Adhärent wachsende, humane embryonale Nierenzelllinie, die mit 
dem Adenovirus Typ 5 transfiziert wurde ( A.T.C.C., USA ) 
Flp-InTM T-RexTM 293 Modifizierte HEK293 Zellen (Invitrogen, USA). Die Zellinie 
enthält eine einzelne FRT-Integrationsstelle und exprimiert den 
Tet-Repressor. Sie ermöglicht eine direkte Konstruktion von Flp-
InTM T-RexTM-Expressionszellen für das gewünschte Protein. 
HEK-SNAP-YFP-
hLIF/hOSM/hIL-6 
Flp-InTM T-RexTM 293 Zellen stabil transfiziert mit 
pCDNA5/FRT/TO-hisSNAP-YFP-hLIF/hOSM/hIL6 für die Ex-
pression der Fuisons-Zytokine 
MEF ∆/∆ STAT3-YFP Adhärent wachsende murine embryonale STAT3-Knockout 
Fibroblasten-Zelllinie, welche STAT3-YFP stabil ins Genom 
integriert hat [220] 
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200 mM NaCl Phosphate buffered saline (PBS), pH 7,4: 
 2,5 mM KCl 
 8 mM Na2HPO4 
 1,5 mM KH2PO4 
2.4.3 Zellkultur 
Zellen wurden in DMEM bzw. DMEM/F12 (HepG2) mit 10 % FKS und 5 % Pen/Strep-Lösung 
kultiviert. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37°C und wassergesättigter Luft mit 5% 
CO2-Gehalt. Zur Weiterkultivierung wurden adhärent wachsende Zellen konfluenter Platten nach 
mehrmaligem Waschen mit PBS durch eine Trypsin/EDTA-Lösung von den Gefäßböden gelöst. 
Hierzu wurden die Kulturschalen ca. 5 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden durch wieder-
holtes auf- und abpipettieren vereinzelt und in Verdünnungen von 1:2 bis 1:10 auf neue Platten 
mit frischem Medium ausgesät. HepG2 Zellen wurden zur Vereinzelung durch Kanülen gezogen. 
Für eine Langzeitlagerung wurden die eukaryotischen Zellen in Kulturmedium mit 20% FKS 
und 10% DMSO bei -80°C eingefroren und anschließend bei -150°C oder in flüssigem Stickstoff 
gelagert. 
2.4.4 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen mit Plasmid-DNS 
Für die transiente Transfektion wurde das Transfektions-Reagenz TransIT®-LT1 (Mirus Bio, 
USA) nach Herstellerangaben verwendet. Hierzu wurde ein Transfektionsmix aus Opti-MEM, 
Transfektionsreagenz und zu transfizierender Plasmid-DNS vorbereitet und 25 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Bei einer Kotransfektion mehrerer Plasmide befanden sich diese zu glei-
chen Anteilen im Mix. Das Verhältnis TransIT®-LT/Gesamt-DNS lag bei 3:1. Konfluente Zellen 
wurden mittels einer Trypsin/EDTA-Lösung von der Zellkulturschale gelöst und die Zellsuspen-
sion auf einer frischen 10-cm-Schale in einer Verdünnung verteilt, die anschließend einer ca. 
70%ige Bedeckung entsprach. Im Anschluss wurde der Transfektionsmix tröpfchenweise zu den 
Zellen gegeben und der Ansatz für ca. 20 h im Brutschrank gelagert. Für nachfolgende Stimula-
tionsexperimente wurden die Zellen im Anschluss an die Inkubation auf 24-Loch-Platten weiter 
kultiviert. 
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2.4.5 Präparation von eukaryotischen Zelllysaten  
Eukaryotische Zellen wurden wie beschrieben auf Zellkulturschalen kultiviert oder stimuliert. 
Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C und mit entsprechend vorgekühlten Puffern 
ausgeführt. Die zu lysierenden Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, nach Zusatz von 
0,1-0,5 mL (abhängig von Größe der Kulturschale) radioimmune precipitation assay (RIPA)-
Lysispuffer von der Zellkulturschale geschabt und in ein Eppendorf-Mikroreaktionsgefäß über-
führt. Nach 30 min auf Eis wurden die Lysate zunächst für 10 s geschüttelt. Unlösliche Bestand-
teile wurden durch Zentrifugation (10 min, 14000 g) abgetrennt und der Überstand (Lysat) abge-
nommen. Die Lysate wurden bei -80°C gelagert. 
50 mM Tris/HCl, pH 7,4  RIPA-Lysispuffer: 
 150 mM NaCl 
 1 mM EDTA  
 0,5 % Nonidet P-40  
 1 mM NaF  
 15 % Glycerin 
 20 mM β-Glycerolphosphat 
Protease-Inhibitoren wurden dem Lysispuffer jeweils frisch beigefügt: 
 1 mM Na-Vanadat 
 0,5 mM EDTA 
 0,25 mM PMSF  
 5 μg/mL Aprotinin  
 1 μg/mL Leupeptin  
 1 μg/mL Pepstatin  
2.5 Proteinchemische und immunologische Methoden 
2.5.1 Quantitative Proteinbestimmung 
Der quantitative Nachweis von Proteinen in wässriger Lösung erfolgte über ein kolorimetrisches 
Messverfahren nach Bradford [221]. Das Prinzip der Proteinbestimmung basiert auf der Ver-
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schiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie Brilliant-Blau G-250 von 465 
nm nach 595 nm in proteingebundener Form. Die Protein-induzierte Erhöhung der Absorption 
einer Coomassie-Lösung ist direkt proportional zum Proteingehalt der Lösung. Zur Konzentrati-
onsbestimmung wurde die Bradford-Reagenzlösung (BioRad, Deutschland) 1:5 mit H2O ver-
dünnt. Jeweils 1 ml dieser Lösung wurde mit 5 µL der Proteinprobe (z. B. Zelllysat) gemischt. 
Nach Inkubation (5 min, RT) haben sich die Farbstoff-Protein-Komplexe ausgebildet, die für 
etwa 1 h stabil sind. Die Absorption der Lösung wurde bei 595 nm gegen einen Leerwert photo-
metrisch ermittelt. Als Referenz der gemessenen Proteinkonzentration diente eine Kalibrier-
Kurve, welche für BSA ermittelt wurde.  
2.5.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)  
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde 
die Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmli durchgeführt [222]. Die 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese trennt Proteine nach ihrer Größe. Das negativ geladene 
Natrium (Sodium)-dodecylsulfat (SDS) lagert sich entlang der Aminosäurekette der Proteine an 
und bildet mit diesen einen SDS-Proteinkomplex, in dem die Eigenladung des Proteins im Ver-
gleich zur negativen Gesamtladung vernachlässigbar ist. Die Menge des angelagerten SDS ist 
zur Proteingröße proportional. Das SDS-Polyacrylamidgel besteht aus einem Sammel- und 
einem Trenngel, wobei das Sammelgel der Vorsortierung und Fokussierung der Proteine dient, 
und im Trenngel die Proteine nach Größe aufgetrennt werden. 
Die Auftrennung erfolgte in einer vertikalen Flachgelkammer. Je nach Größe der zu analysieren-
den Proteine wurden 10%- oder 15%ige Trenngele mit 5%igen Sammelgelen verwendet. Die 
jeweiligen Proben wurden mit 1/4 Volumen 4x Laemmli-Probenpuffer versetzt und durch Erhit-
zen auf 95°C für 5-15 min denaturiert. Disulfidbrücken wurden dabei durch β -Mercaptoethanol 
reduziert. Die Elektrophorese erfolgte mit 35 mA bei 20°C. Als Größenstandards wurde der 
Precision Plus Protein Dual Color-Standard (BioRad, Deutschland) verwendet. 
5 % Acrylamid Sammelgel: 
 125 mM Tris/HCl, pH 6,8 
 0,1 % SDS  
 0,02 % TEMED  
 0,1 % APS 
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10-15 % Acrylamid Trenngel:  
 375 mM Tris/HCl, pH 8,8  
 0,1 % SDS  
 0,02 % TEMED 
 0,1 % APS 
 15 % Glycerin 
 20 mM β-Glycerolphosphat 
1,5 % Tris-Base, pH 8,3 SDS-Laufpuffer: 
 7,2 % Glycin 
 0,5 % SDS 
250 mM Tris/HCl, pH 6,8 4x Laemmli-Probenpuffer: 
 40 % Glycerin 
 8 % SDS 
 0,04 % Bromphenolblau 
 20 % β-Mercaptoethanol 
2.5.3 Coomassie-Färbung 
Nach elektrophoretischer Trennung von Proteingemischen konnten die Proteine durch Reaktion 
mit Coomassie Brilliant-Blau G-250 im SDS-Gel angefärbt werden [223]. Hierzu wurde das Gel 
10 min in Fixierlösung (H2O mit 10 % Essigsäure und 25 % Isopropanol) inkubiert. Im An-
schluss erfolgte eine Lagerung (ca. 20 min) in Färbelösung. Nachdem das Gel vollständig blau 
eingefärbt war, wurde es über Nacht in H2O entfärbt. Dabei blieb die Bindung des Farbstoffes an 
die Proteine erhalten. Durch Zusatz von Zellstoff-Tüchern in der Lösung wurde der Entfärbungs-
Prozess beschleunigt.  
10 % Essigsäure Coomassie-Färbelösung: 
 30 % Isopropanol 
 0,006 % Coomassie Brilliant-Blau G-250 
 H2O 
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2.5.4 Westernblot und Immundetektion  
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mittels einer semi-trockenen 
Elektroblotmethode auf eine Methanol-behandelte PVDF-Membran (PALL, Deutschland) trans-
feriert [224]. Hierzu wurde die Membran erst 5-10 s in Methanol und dann 15 min in Anoden-
puffer II inkubiert. Das SDS-Gel wurde 5 min in Kathodenpuffer gelagert. Dann wurden in einer 
blotting-Kammer an der Anode ein Streifen Whatman-Papier (Whatman, Deutschland) in 
Gelgröße getränkt mit Anodenpuffer I und ein Streifen Whatman -Papier getränkt mit Anoden-
puffer II luftblasenfrei übereinander gelegt. Darauf wurden die Membran und das SDS-Gel 
platziert. Den oberen Abschluss (an der Kathode) bildete ein Streifen Whatman-Papier getränkt 
mit Kathodenpuffer. Die blotting-Kammer wurde mit einem Gewicht beschwert und die Proteine 
vom SDS-Gel auf die Membran bei 0,8 mA/cm2 für 45-60 min übertragen. Anschließend wurde 
die Membran in TBS-N-Puffer bei 4°C gelagert, falls sich nicht unmittelbar eine Immundetek-
tion anschloss. 
Zur Unterdrückung unspezifischer Bindungen bei der Immundetektion wurde die Membran 45 
min mit einer 10%igen Rinderserum-Albumin-Lösung (bovine serum albumin, BSA) (Serva, 
Deutschland) in TBS-N geblockt. Die Membran wurde unter gleichmäßigem Schwenken mit der 
jeweiligen Antikörperlösung (i. d. R. 1 μg/mL in TBS-N oder siehe Hersteller-Empfehlung)  
60 min bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C inkubiert, zweimal für je 10 min mit TBS-
N gewaschen und mit der entsprechenden Lösung eines horseradish peroxidase (HRP)-
konjugierten Sekundärantikörpers behandelt. Die entstandenen Immunkomplexe konnten mit 
Hilfe des ECL-Detektionssystems (Millipore, USA) im Chemilumineszenz-Detektor LAS-4000 
(Fuji-Film, Japan) visualisiert werden.  
Bei Gegenfärbungen wurde die PVDF-Membran mit Stripping-Puffer überschichtet und für 20-
30 min bei 70°C inkubiert. Vor Gebrauch wurden dem Puffer 76 μl β-Mercaptoethanol pro 10 ml 
Puffer beigefügt. Danach wurde die Membran zweimal 10 min mit TBS-N gewaschen. Mit der 
anschließenden Blockierung mit 10 % BSA/TBS-N wurde die Gegenfärbung eingeleitet. Die 
Antikörperlösungen wurden wie beschrieben eingesetzt.  
  
20 mM Tris/HCl, pH 7,4  TBS-N: 
 137 mM NaCl  
 0,1 % Nonidet P-40 
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2.6 Expression von hisYFP-Zytokinen und hisSNAP-YFP-Zytokinen  
2.6.1 Expression in E. coli 
Die bakterielle Expression der verschiedenen YFP-Zytokin-Konstrukte (hLIF, hOSM oder hIL-
6) nutzte das T7-RNA-Polymerase-System nach Studier und Moffatt [225]. Sie erfolgte im E. 
coli Stamm JM109(DE3) oder BL21(DE3)pLysS, welcher mit den entsprechenden pET-
Vektoren transformiert wurde. Die Expression von hisSNAP-YFP oder hisYFP (beide ohne 
Zytokin) erfolgte in JM109(DE3). Zur Expression wurde eine 3-mL-Vorkultur (LB-
Flüssigmedium mit 100 mg/L Ampicillin) aus der Stammkultur angeimpft und bei 37°C ü. N. bis 
zum Erreichen der stationären Phase (OD600 von ca. 2) kultiviert. Im Anschluss wurde mit dieser 
Kultur eine 30-mL-Hauptkultur angeimpft. Bei Expression der SNAP-YFP-Zytokine enthielt das 
LB-Flüssigmedium neben Ampicillin (100 mg/L) zusätzlich 100 µM ZnCl2, da sich durch diesen 
Zusatz die Expression verbessern sollte [226]. Die Hauptkultur wurde bis zu einer optischen 
Dichte (OD600) von 0,8 kultiviert (37°C, 250 upm). Nach Zugabe von IPTG (i. d. R. 0,1 mM) 
wurde die Kultur für max. 20 h bei 37°C oder 25°C inkubiert (Schüttler, 250 upm). Teilweise 
wurde für die Expression von SNAP-YFP-Zytokinen DTT (1 mM) zugefügt. Zu verschiedenen 
Zeitpunkten wurden bei einigen Expressions-Experimenten Proben (1 mL) entnommen, zentri-
fugiert, das Pellet in 100 µL 1x Lämmli-Puffer resuspendiert und die Zellen durch Erhitzen 
(90°C, 10 min) aufgeschlossen (Lämmli-Lysat). Nach Abschluss der Induktionsphase wurde die 
gesamte Kultur zentrifugiert (Rotor 8.24, 11500 upm, 15 min), das Zellsediment schockgefroren 
und in 1 mL Lysispuffer (20 mM Phosphat-Puffer, pH 8,0 mit 500 mM NaCl) resuspendiert. 
Danach erfolgte die Zugabe von Lysozym (1 mg/ml), Benzonase (25 U/ml) (Merck, Deutsch-
land) und Triton-X100 (1 %). Diese Bakteriensuspension wurde schließlich bei 4°C für 4 h auf 
einem Überkopfschüttler inkubiert. Nach Zentrifugation (14000 g, 10 min) wurden 600 µL 
Überstand (Lysozym-Lysat) über eine Ni2+-NTA-Säule (Qiagen, Deutschland) gemäß der Her-
stellerangaben gereinigt und konzentriert (siehe auch Kapitel 2.6.3). Die Elutionsfraktionen 
300 mM Tris-Base, pH 10,4  Anodenpuffer I: 
25 mM Tris-Base, pH 10,4 Anodenpuffer II: 
40 mM 6-Aminohexansäure Kathodenpuffer: 
62,5 mM Tris/HCl pH 6,7  Stripping-Puffer: 
 2 % SDS 
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wurden vereinigt, in Phosphatpuffer (0,1 M, pH 8) umgepuffert und dabei eine Konzentration 
von 5 µM YFP-Zytokin eingestellt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch eine 
NanoDrop-Analyse. Der Erfolg der Expression wurde ebenfalls durch SDS-PAGE, Coomassie-
Detektion und Westernblot mit anschließender Immundetektion durch geeignete Antikörper 
überprüft. Für eine Vergleichbarkeit der Expression zu unterschiedlichen Zeitpunkten (OD un-
abhängig) wurde die Menge an Lämmli-Lysat, welche rechnerisch 0,15 OD600 enthielt, elektro-
phoretisch aufgetrennt und analysiert. Die zu analysierenden Mengen der Lysozym-Lysate und 
die Reinigungs-Fraktionen orientierten sich an diesem Wert. Die exprimierten Zytokine wurden 
unter Zusatz von 10 % Glycerin bei -80°C gelagert. Den SNAP-Zytokinen wurde außerdem noch 
1 mM Dithiothreitol (DTT) beigefügt. 
2.6.2 Expression in stabil transfizierten HEK293-Zellen 
Die Expression von hisSNAP-YFP-Zytokinen erfolgte außerdem in der Zellinie humane 
embryonic kidney cell (HEK) 293. Dazu wurde das Flp-In T-Rex protein expression system 
(Invitrogen, USA) nach Herstellerangaben verwendet. Nach diesem System modifizierte Flp-
InTM T-RexTM HEK293 wurden auf 10-cm-Schalen bis zu einer 50-70 %igen Konfluenz kulti-
viert. Danach wurden die Zellen stabil mit 500 ng der zytokinkodierenden pcDNA5/FRT/TO-
Plasmiden und 4,5 µg pOG44 kotransfiziert. Dazu wurden diese mit 15 µl TransIT®-LT1 (Mirus 
Bio, USA) in 150 µl OptiMEM vermischt und 20 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde das 
Transfektionsgemisch tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach 48 h wurden stabil transfizierte 
Zellen durch 125 µg/mL Hygromycin B selektiert. Scheinbar positive Klone wurden weiter 
kultiviert, expandiert und schließlich nach 24-stündiger Induktion mit 20 ng/mL Doxycyclin 
(DOX) auf eine erfolgreiche Transfektion der SNAP-YFP-Zytokine untersucht. Eine Analyse 
erfolgte durch Durchflusszytometrie sowie SDS-PAGE, Westernblot mit Immundetektion der 
Zelllysate und Überstände und durch eine fluoreszenzmikroskopische Analyse. Tatsächlich 
positive Klone wurden entweder bei -150°C gelagert oder für den Einsatz zur SNAP-YFP-
Zytokin-Produktion in DMEM mit Zusätzen (10 % FKS, 75 µg/mL Hygromycin, 10 µg/mL 
Blasticidin) weiter kultiviert. 
Die Produktion der SNAP-YFP-Zytokine erfolgte in 15-cm-Zellkulturschalen. Die stabilen 
Zellen wurden bis Erreichen einer 90 %-igen Konfluenz gezogen. Anschließend wurden die 
Zellen einmal mit PBS und einmal mit FKS-freiem Medium gewaschen. Die Induktion mit 50 
ng/mL Doxycyclin (DOX) geschah in 15 mL FKS- und Indikator-freiem Medium (Gibco, 
Deutschland). Aufgrund der in allen Vektor-Konstrukten vorhandenen Signalsequenz von IL-6 
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sollten die produzierten Fusions-Zytokine über den sekretorischen Weg aus der Zelle geschleust 
werden und in Medium sezerniert werden. Nach 72 h Inkubation bei 37°C in einer wasser-
gesättigten Atmosphäre mit 5% CO2, wurde der Zellkultur-Überstand durch Verwendung eines 
Vivaspin-20-Konzentrators (MWCO 30000, Sartorius Stedim biotech, Frankreich) 20x konzen-
triert (30 min, 5000 g). Für eine nachfolgende His-tag-Reinigung wurde mit Hilfe eines Diafilt-
rationsbechers (Sartorius Stedim biotech, Frankreich) restliches Medium durch Phosphatpuffer 
(20 mM Phosphat-Puffer, pH 8,0 mit 500 mM NaCl) ersetzt. Dazu wurde das Konzentrat mit 
Puffer auf 2 mL aufgefüllt, anschließend der Diafiltrationsbecher mit 10 mL Puffer gefüllt und 
wiederum konzentriert. Die His-tag-Reinigung erfolgte mit dem umgepufferten Konzentrat. Der 
Erfolg der Expression wurde durch SDS-PAGE, Coomassie-Detektion und Westernblot mit 
anschließender Immundetektion durch geeignete Antikörper überprüft. Die Konzentrationsbe-
stimmung erfolgte entweder durch NanDrop-Analyse oder durch einen ELISA. Für die Lagerung 
(bei -80°C) wurde den hisSNAP-YFP-Zytokinen 10 % Glycerin und 1 mM DTT zugefügt. 
2.6.3 Reinigung und Konzentrierung von hisYFP-Zytokinen und hisSNAP-YFP-
Zytokinen 
Eine His-tag Reinigung von hisYFP, hisSNAP-YFP und der verschiedenen YFP-Zytokine, 
erfolgte mit Hilfe des Qia-Ni-NTA-Spin-Kits gemäß den Herstellerangaben. Für die Auftragung 
auf die Ni2+-NTA-Säule befanden sich die zu reinigenden Proteine in einem 20 mM Phosphat-
puffer (pH 8) inkl. 500 mM NaCl. Die anschließenden Waschschritte erfolgten in 0,1 M Phos-
phatpuffer (pH 8) inkl. 500 mM NaCl mit 50 mM Imidazol. Die Elution erfolgte durch 250 mM 
Imidazol in 0,1 M Phosphatpuffer ohne NaCl. Die verschiedenen Elutionsfraktionen (jeweils 
100-200 µL) wurden vereinigt und durch Verwendung von Microcon-Konzentratoren (YM-10, 
YM-30 oder YM-50) (Millipore, Deutschland) laut Anweisung konzentriert. Zur Entfernung von 
Imidazol wurde eine Gelfiltration mit Micro Bio-Spin® P-30 Tris Chromatographie Säulen 
(BioRad, Deutschland) gegen Phosphatpuffer (pH 8) nach Herstellerangaben durchgeführt. Für 
hisYFP erfolgte die Entfernung von Imidazol durch mehrmaliges Konzentrieren mit YM-10 und 
nachfolgender Verdünnung in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 8).  
2.6.4 Konzentrationsbestimmung mit NanoDrop 
Die Konzentration der verschiedenen YFP-Proteine in den Elutionsfraktionen wurde mit Hilfe 
des NanoDrops 1000 (NanoDrop products, USA) und dem NanoDrop-Programm Protein & 
Labels bestimmt. 1 µL Probe wurde aufgetragen und als Referenzwert diente der jeweils ver-
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wendete Puffer ohne Protein. Anhand der Adsorption bei der Anregungswellenlänge von YFP 
(514 nm) und unter Berücksichtigung des YFP-Extinktionskoeffizienten wurde die molare Kon-
zentration der YFP-Proteine durch die Software berechnet. Der verwendete Koeffizient von  
83,5 mM-1 cm-1 ist ein Mittelwert aus in der Literatur genannten Koeffizienten [227, 228]. 
2.6.5 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) für hisSNAP-YFP-Zytokine 
Ein ELISA wurde durchgeführt, wenn die Konzentration der hisSNAP-YFP-Zytokine nicht 
durch die NanoDrop-Analyse messbar war. Zu diesem Zweck wurden die Vertiefungen einer 96-
Loch-Platte über Nacht bei Raumtemperatur mit 100 µL SNAP-Antikörper-Lösung (1 µg/mL) 
inkubiert. Im Anschluss wurden freie Bindungsstellen mit 1 % BSA in PBS bei 37°C eine  
Stunde abgesättigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Tween (0,05 % Tween) wurden die zu 
analysierenden Proben mit PTG-Puffer verdünnt und jeweils 100 µL in die Vertiefungen der 
ELISA-Platte überführt. Danach wurden die Proben zusammen mit 10 µL Lösung des 
biotinylierten GFP-Antikörpers (10 µg/mL) für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach weiteren drei 
Waschschritten mit PBS-Tween wurden 100 µL PTG-Puffer mit 1 µg/mL Streptavidin-HRP 
(Sanquin, Niederlande) zugefügt und 45 min bei Raumtemperatur gelagert. Es folgte wiederum 
ein dreimaliges Waschen mit PBS-Tween. Danach wurden 100 µL Entwickler-Lösung zugege-
ben und solange im Dunkeln gelagert bis eine deutliche Blaufärbung sichtbar wurde. Die Reakti-
on stoppte nach Zugabe von 100 µL 2 M H2SO4 und anschließend wurde die Absorption der 
Proben bei einer Wellenlänge von 450 nm mit einem ELISA-Reader (Spectra-Max, Molecular 
Devices, USA) gemessen. Als Referenz für die Quantifizierung diente hisSNAP-YFP, dessen 
Konzentration (4,5 µM) durch die NanoDrop-Analyse bestimmt wurde. Die Konzentrationswerte 
einer hisSNAP-YFP-Standardreihe befanden sich zwischen 22,5 und 450 pmol/L hisSNAP-YFP. 
Für die Biotinylierung des GFP-Antikörpers wurde eine Biotin-Stammlösung (100 mg/mL 
Sulfo-LC-Biotin in DMSO (Molecular Biosciences, USA) hergestellt. 3,3 µL einer  
1:10-Verdünnung dieser Stammlösung wurden einer Mischung aus 27,5 µL GFP-Antikörper  
PBS pH 7,4  PTG-Puffer: 
 0,05% Tween20 
 0,02 % Gelatine 
0,1 M Natrium-Acetat, pH 5,5  Entwickler-Lösung 
 0,1 mg/mL 3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin (TMB) 
 0,003% H2O2 
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(1,9 µg/µL), 10 µL NaHCO3 (1 M, pH 8,5) und 65 µL H2O zugesetzt. Nach einer Inkubation von 
2 h bei Raumtemperatur wurde überschüssiges Biotin durch eine Gelfiltration mit Micro Bio-
Spin® P-30 Tris Chromatographie Säulen (BioRad, Deutschland) entfernt und der biotinylierte 
GFP-Antikörper in TrisHCl (10 mM; pH 7,4) mit 0,02% NaAzid aufgenommen. Die resultieren-
de Endkonzentration des Antikörpers lag bei 0,5 µg/µL. 
2.7 Immobilisierung von Fusions-Zytokinen  
2.7.1 Immobilisierung auf TALON®-Matrix 
Der Überstand von 50 µL TALON®-beads (Ø 1 µm, Dynal/Invitrogen, USA) wurde nach Sedi-
mentation der Partikel auf einem Magnetständer entfernt und die Partikel in 700 µL 0,1 M Phos-
phatpuffer (pH 8; 300 mM NaCl; 0,02 % Tween20) ca. 10 min gewaschen. Anschließend wur-
den die Partikel in 100 µL frischen Puffer überführt. Für die Kupplung wurden 50-150 µL der 
bead-Suspension mit 30 µL YFP-Zytokin-Lösung (ca. 5 µM nach Bradford-Analyse) und 120-
270 µL zusätzlichem Puffer 20 h bei 4°C inkubiert. In einem Parallelansatz enthielt der Inkuba-
tionspuffer zusätzlich 250 mM Imidazol. Anschließend wurde mehrmals gewaschen und die 
modifizierten Partikel danach in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 8; 300 mM NaCl; 0,02 % Tween20) 
oder in Puffer mit 250 mM Imidazol bei 4°C gelagert. Die endgültige Verdünnung der modifi-
zierten Partikel lag bei 1:6 – 1:4 der ursprünglichen TALON®-beads Suspension. 
2.7.2 Kovalente Immobilisierung über den His-tag 
Magnetische Dynabeads® M-270 Carboxylic Acid (Ø 2,8 µm, Dynal/Invitrogen, USA) wurden 
durch 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl-)carbodiimid (EDC)/N-Hydroxysuccinimid (NHS) 
Reaktion [211] mit Amino-Phenylboronsäure (APBA) (Sigma-Aldrich) funktionalisiert. Hierzu 
wurden beads aus 100 µL Partikel-Suspension (2 x 106 beads/µL) zuerst 2x kurz in MES-Puffer 
(25 mM, pH 5) gewaschen. Anschließend wurden sie in einer Mischung aus jeweils 50 µL fri-
scher EDC- und NHS-Lösung (50 mg/mL in 25 mM MES-Puffer pH 5) inkubiert (30 min, RT). 
Der Überstand wurde entfernt und die aktivierten Partikel 4 min mit MES-Puffer gewaschen. Die 
gewaschenen beads wurden anschließend in 100 µL APBA-Lösung (0,1 M in 0,1 M Boratpuffer, 
pH 9) resuspendiert und diese Suspension auf einem Überkopfschüttler bei mittlerer Drehleis-
tung 16 h bei Raumtemperatur gelagert. Alternativ wurden aktivierte beads mit BSA (60 mg/mL 
in Phosphatpuffer, pH 8) inkubiert. Nach der Funktionalisierung wurden die beads 4x mit 200 
µL 0,05 mM Tris-HCl (pH 7,4) gewaschen. Bei einer vorherigen Funktionalisierung der Partikel 
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mit 2-Aminoethyl-2-carboxyethyl-polyethylenglycol (Sigma, USA) wurde ähnlich verfahren. 
Nach EDC/NHS-Aktivierung wurden die beads allerdings in 200 µL Phosphatpuffer (25 mM, 
pH 8) aufgenommen und 16 mg 2-Aminoethyl-2-carboxyethyl-polyethylenglycol zugefügt. Nach 
der Inkubation und den Waschschritten mit Tris-HCl wurden die PEG-beads wiederum mit 
MES-Puffer gewaschen, eine erneute EDC/NHS-Aktivierung durchgeführt und die Partikel wie 
beschrieben mit APBA oder BSA funktionalisiert. 
Die Immobilisierungsstrategie basierte auf der Di-μ-hydroxo-bis(N,N,N′,N′-tetramethyl-
ethylenediamin)Kupfer(II)-Chlorid (Cu-TMEDA)-katalysierten Reaktion zwischen Phenyl-
boronsäure und Imidazol [212]. Für die Immobilisierung wurde ein C-terminal mit 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markiertes Peptid aus sechs Histidinen und der Enterokinase-
Schnittstelle verwendet. Das synthetische Peptid (his)6-(asp)4-lys-ala-lys-FITC wurde von der 
Firma Biosyntan (Biosyntan GmbH, Deutschland) bezogen und in PBS gelöst (Endkonzentrati-
on: 5 µg/µL = 2,5 nmol/µL). Im Reaktionsansatz (1,2 mL Endvolumen) befanden sich 5-25 nmol 
FITC-Peptid, 200 µL Cu-TMEDA-Lösung (10 µM) und 2 x 107 APBA-beads (20 µL bead-
Suspension). Die restliche Reaktionslösung bestand entweder aus H2O, H2O + 300 mM NaCl 
oder 0,1 M Phosphatpuffer (pH8). Diese Lösungen wurden vor der Verwendung 2 h mit O2 
gesättigt. Der Reaktionsansatz wurde 16 h bei Raumtemperatur geschüttelt. Kontrollansätze 
enthielten BSA-beads, funktionalisierte PEG-beads oder keine Cu-TMEDA-Lösung. Nach der 
Inkubation wurden die beads 3 x in 100 µL PBS-Tween 0,1 % gewaschen (15 min), in 20 µL 
0,05 mM Tris-HCl (pH 7,4) aufgenommen und einer mikroskopischen Analyse (FITC-Filter-
Einstellungen) unterzogen. 
Alternativ wurde die Kupplung mit kommerziell erhältlichen Phenylboronsäure-Partikeln 
(SiMAG-Boronic acid, Chemicell GmbH, Deutschland) durchgeführt. Diese beads (Ø 1 µm) 
wurden 1:2 verdünnt und von dieser Verdünnung 20 µL (= 1,8 x 108 beads) im Kupplungsansatz 
eingesetzt. Die nachfolgende Reaktion erfolgte wie beschrieben. Eine weitere Alternative be-
stand in der Verwendung APBA-funktionalisierter micromer®-M PEG-COOH-beads (Ø 3 µm). 
Diese beads wurden mittels EDC/NHS-Chemie wie beschrieben mit APBA ausgestattet. Ferner 
wurden 4,8 x 106 Micromer-APBA-Partikel mit 100 µL Cu-TMEDA-Lösung (10 µM) und 5 µL 
hisYFP-hIL-6 (5 µM) in PBS-BSA 1% (ad 1 mL) inkubiert. Als Kontrollen fungierten Ansätze 
ohne Cu-TMEDA und ohne BSA. 
Zur Unterscheidung zwischen kovalenter und adsorptiver Anbindung des FITC-Peptids an die 
Oberfläche der Dynabeads® M-270 Carboxylic Acid wurden beads wie beschrieben mit 
EDC/NHS aktiviert und die aktivierten Partikel anschließend mit unterschiedlichen Mengen an 
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FITC-Peptid inkubiert. Die Konzentration der beads im Ansatz (33 µL Gesamtvolumen) betrug 
1 x 106 Partikel/µL. Für eine Untersuchung der adsorptiven Bindung wurden Dynabeads® M-270 
Carboxylic Acid in 0,05 mM Tris-HCl (pH 7,4) gewaschen. Anschließend wurden 2 x 107 beads 
in 1,2 mL H2O (O2-gesättigt) aufgenommen und mit unterschiedlichen Mengen des FITC-
Peptids 16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS-Tween20 
(0,1 %) wurden die Partikel mikroskopisch auf Fluoreszenz untersucht. 
2.7.3 Kovalente Immobilisierung durch den SNAP-tag 
Immobilisierung auf Benzylguanin-funktionalisierte Agarose-beads 
Von 100 µL Benzylguanin-funktionalisierter Agarose-beads (NEB, USA) wurde nach Sedimen-
tation der Partikel auf einem Magnetständer der Überstand entfernt, die beads in 100 µL 0,1 M 
Phosphatpuffer (pH 8; 0,02 % Tween20) gewaschen und danach die Partikel in 100 µL frischen 
Puffer aufgenommen. Zu 25 µL der bead-Suspension wurden 20 µL gereinigtes SNAP-YFP-
hIL-6 (aus E. coli Expression, ca. 1-2 µM) oder das zugehörige Lysat beigefügt. In vergleichba-
ren Parallel-Ansätzen wurden die beads mit YFP-hIL-6 (ca. 5 µM) bzw. dem entsprechenden 
Lysat vermischt. Die Ansätze wurden mit Phosphatpuffer auf ein Endvolumen von 100 µL ein-
gestellt und für 20 h bei 4°C auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Im Anschluss wurden die 
beads mehrmals mit 1 mL 0,1 M Phosphatpuffer (pH 8; 0,02 % Tween20) oder PBS + 0,05 % 
Tween20 für jeweils 30-60 min gewaschen. Danach wurden die beads bis zur mikroskopischen 
Analyse oder Zellstimulation in 100 µL 0,1 M Phosphatpuffer (pH 8; 0,02 % Tween20) bei 4°C 
gelagert. 
Immobilisierung auf micromer®-M PEG-COOH-beads 
Magnetische micromer®-M PEG-COOH-beads (Ø 3 µm) wurden von Micromod Partikel-
technologie GmbH (Deutschland) und Amin-terminiertes Benzylguanin mit flexiblen 
Polyethylenglycol-Arm (BG-PEG-NH2) wurde von NEB (USA) bezogen. Die Carboxylgruppen 
von 2,5 mg micromer®-M PEG-COOH-beads (enthalten in 50 µL bead-Suspension) wurden 
durch EDC/NHS-Chemie mit 50 µl BG-PEG-NH2 (2 mg/mL in 10 % DMSO und 90 % PBS pH 
7,4) funktionalisiert. Hierzu wurden die beads zuerst 2x kurz in MES-Puffer (25 mM, pH 5) 
gewaschen. Anschließend wurden sie in einer Mischung aus jeweils 25 µL frischer EDC- und 
NHS-Lösung (50 mg/mL in 25 mM MES-Puffer pH 5) inkubiert (30 min, RT). Der Überstand 
wurde entfernt und die aktivierten Partikel 4 min mit MES-Puffer gewaschen. Danach wurden  
50 µL BG-Lösung zugefügt und diese Suspension auf einem Überkopfschüttler bei mittlerer 
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Drehleistung 16 h bei 4°C gelagert. Nach viermaligen Waschen mit 100 µL 0,05 mM Tris-HCl 
(pH 7,4) wurden 250 µg der BG-beads mit 50 µL hisSNAP-YFP-Zytokin (i.d.R. 1 µM) für 16 h 
bei 4°C auf einem Überkopfschüttler bei mittlerer Drehleistung inkubiert. Als Kontrollen für die 
Immobilisierung dienten Inkubationen von BG-beads mit hisYFP-Zytokin (kein SNAP-tag) und 
von SNAP-YFP-Zytokin mit unmodifizierten Carboxyl-beads (kein BG auf Oberfläche). Im 
Anschluss wurden die Partikel mit 100 µL Phosphatpuffer (0,1 M; pH 8) inkl. 2 % BSA gewa-
schen. Nach dem Waschen erfolgte eine Analyse der Kupplung durch konfokale Mikroskopie 
oder durch Durchflusszytometrie. Die SNAP-YFP-Zytokin-beads (2,5 µg/µL = 1,6 x 105 Parti-
kel/µL) wurden bei -80°C in Phosphatpuffer (0,1 M, pH 8) inkl. 2 % BSA gelagert. 
Immobilisierung auf star-PEG modifzierten Deckgläsern 
Deckgläser für die Mikroskopie (Ø 15 mm, Menzel, Deutschland) wurden jeweils 5 min durch 
Ultraschall-Behandlung in Wasser, Aceton und Isopropanol gereinigt, gefolgt von einer Trock-
nung in einem Strom aus Stickstoff. Im Anschluss wurden die Gläser in einer Unilab Glovebox 
(MBraun, Garching,) mit einer Lösung aus 0,3 mL N-[3-(trimethoxysilyl)-propyl]ethylendiamin 
in 50 mL wasserfreiem Toluol für 2 h behandelt, mehrmals mit Toluol gewaschen und schließ-
lich direkt für die Rotations-Beschichtung (spin coating) verwendet Die spin coating Lösung 
bestand aus 10 mg/mL NCO-sP(EO-stat-PO) Präpolymer (Mn = 12000 g/mol, PDI = 1.15) in 1 
mL wasserfreiem THF und wurde mit 9 mL H2O dest. aufgefüllt. Für das spin coating wurden 
die Deckgläser in dem Rotations-Beschichter platziert, mit der Beschichtungslösung bedeckt und 
dann innerhalb von 5 s auf 2500 upm für 40 s beschleunigt [229]. Im Anschluss wurden die 
Gläser für 10 min gelagert und dann für die Immobilisierung von BG-PEG-NH2 durch Tauchbe-
schichtung (dip coating) in einer gefilterten Lösung aus 0,5 mM BG-PEG-NH2 in H2O:DMSO 
9:1 verwendet (Inkubation 12 h). Danach wurden die Proben mehrmals mit H2O gewaschen und 
in einem Stickstoffstrom getrocknet.  
Anschließend wurden die BG-funktionalisierten Deckgläser mit ca. 200 µL einer Lösung aus 
SNAP-YFP- oder YFP-Protein (1 µM Endkonzentration) und 2 % BSA in 0,1 M Phosphatpuffer 
(pH 8) komplett überschichtet und für 16 h bei 4°C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle fungierten 
Deckgläser ohne BG-Funktionalisierung. Alternativ wurden, zur Volumenreduktion und für eine 
Modifikation kleiner Oberflächen-Bereiche, auf den BG-funktionalisierten Deckgläsern selbst-
klebende Zellkammer-Einsätze (µSLIDE-insert, Ibidi GmbH, Martinsried) befestigt. Eine Kam-
mer dieser Einsätze wurden mit 50 µL SNAP-YFP-Zytokin, die andere mit YFP-Zytokin (1 µM) 
in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 8; 2 % BSA) inkubiert. Nach der Kupplung wurden die Deckgläser 
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mit Puffer mehrmals gewaschen und mit einem Fluoreszenz-Scanner (Typhoon, GE Healthcare, 
UK) auf Fluoreszenz untersucht. Angeregt wurden die Proben mit Laserlicht der Wellenlänge 
488 nm und für die Detektion wurde ein 500-540 nm bandpass Filter verwendet. 
2.7.4 Analyse Zytokin-modifizierter Partikel 
Analyse durch konfokale Mikroskopie 
Für die Analyse per konfokaler Mikroskopie wurden 2-5 µL der jeweiligen bead-Suspension mit 
5 µl Shandon ImmuMount (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) auf einem Glas-Objektträger 
gemischt und mit einem Deckglas (Ø 12-15 mm) abgedeckt. Nach einer kurzen Trocknungspha-
se wurden die Proben mit einem konfokalen Mikroskop (Zeiss LSM 510) untersucht. 
Analyse Zytokin-modifizierter Micromer®-beads durch Durchflusszytometrie 
3 µL Zytokin-modifizierter Micromer®-beads (1,6 x 105 Partikel/µL) und Kontroll-bead-
Suspension wurden mit 100 µL BD FACSFlow Sheath Fluid (BD Bioscience, USA) vermischt. 
Die Partikel wurden mit einem Durchflusszytometer (FACS Canto II, BD systems, USA) auf 
YFP-Fluoreszenz untersucht. Hierfür wurde der eingebaute FITC-Filter und seine Einstellungen 
genutzt. Zur Detektion von OSM oder IL-6 auf der bead-Oberfläche wurden 18,75 µg hisSNAP-
YFP-Zytokin-Partikel mit 2 µL des entsprechenden Phycoerythrin (PE)-konjugierten Zytokin-
Antikörpers in 25 µL 0,1 M Phosphatpuffer (pH 8) für 30 min bei RT im Dunkeln auf einem 
Überkopfschüttler inkubiert. Als Referenz diente eine Inkubation von Zytokin-Partikeln ohne 
PE-Antikörper. Im Anschluss wurden 10 µL der Suspension mit 100 µL BD FACSFlow Sheath 
Fluid vermischt und mit entsprechenden Einstellungen für YFP- und PE-Fluoreszenz wie zuvor 
analysiert. 
Stabilität der SNAP-tag Bindung und Enterokinase-Spaltung 
37,5 µg SNAP-YFP-Zytokin-beads (Micromer®-beads) wurden in 500 µL Serum-freies Zellkul-
turmedium (DMEM-F:12 mit Pen Strep) resuspendiert und über unterschiedliche Zeiträume bei 
37°C inkubiert. Danach wurde die Ansätze zentrifugiert und das Medium entfernt. Die beads 
wurden anschließend in 50 µL 0,1 M Phosphatpuffer (pH 8.0) gewaschen. Eine Detektion der 
YFP- und PE Fluoreszenz per Durchflusszytometrie wurde wie beschrieben durchgeführt. 
Für die Abspaltung immobilisierter SNAP-YFP-Zytokine von der Micromer®-bead-Oberfläche 
wurde das Enterokinase-Kit von EMD Chemicals (USA) verwendet. 37,5 µg SNAP-YFP-
Zytokin-beads wurden in 50 µL Enterokinase-Lösung aufgenommen. Als Kontrolle diente eine 
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Inkubation in Puffer ohne Enterokinase. Nach 16 h Inkubation bei Raumtemperatur wurden die 
Partikel für die Durchflusszytometrie wie beschrieben präpariert. 
5 µL 10x EK-Puffer Enterokinase-Lösung: 
 0,5 µL Enterokinase (= 1U) 
 44,5 µL H2O 
2.8 Stimulation eukaryotischer Zellen 
Im Anschluss an alle Stimulationsexperimente wurden die Zellen sofort auf Eis gelagert. Danach 
wurden die Zellen entweder für eine Immundetektion intrazellulärer Signalproteine lysiert oder 
für die mikroskopische Analyse fixiert. 
2.8.1 Stimulation mit löslichen Zytokinen 
Die zu untersuchenden Zellen wurden auf 24-Loch-Platten kultiviert. Nach einem Wechsel auf 
FKS-freies Medium (500 µL) und Inkubation von 2 h erfolgte die Stimulation. Hierzu wurden 
dem Medium lösliche Zytokine (hLIF, hOSM, hIL-6), lösliche YFP-Zytokine (hisYFP-hLIF, 
hisYFP-hOSM, hisYFP-hIL-6) oder lösliche SNAP-YFP-Zytokine (hisSNAP-YFP-hLIF, 
hisSNAP-YFP-hOSM, hisSNAP-YFP-hIL-6) in der Menge beigefügt, die für die Einstellung der 
gewünschten Endkonzentration notwendig war. Wenn erforderlich, wurde dem Ansatz 0,5 
µg/mL sIL-6Rα beigefügt. Anschließend wurden die Zellen für die angegebene Zeit inkubiert. 
2.8.2 Stimulation mit immobilisierten Zytokinen 
Stimulation mit Zytokin-modifizierten TALON®-beads 
Für eine Stimulation mit Zytokin-modifizierten TALON®-beads wurden diese beads vorher in 
frischem Puffer gewaschen. Überstände der verschiedenen Lagerungs-Inkubationen (teilweise 
mit 250 mM Imidazol) wurden ebenfallls für die Stimulation eingesetzt. Die Stimulation von 
HepG2-Zellen erfolgte mit 2-4 µL bead-Suspension oder einer Verdünnung dieser Suspension 
(1:10; 1:100) in 0,5-1 mL Medium für die angegebenen Zeitpunkte. Als Positiv-Kontrollen 
dienten Stimulationen mit löslichem Zytokin oder YFP-Zytokin (1 pmol/mL). Negativ-
Kontrollen waren Stimulationen mit unbehandelten TALON®-beads, Puffer oder Medium ohne 
weitere Zusätze. 
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Stimulation mit Zytokin-modifizierten Micromer®-beads 
Für eine Stimulation mit Zytokin-modifizierten Micromer®-beads wurde der Überstand einer 15 
µL bead-Suspension (1,6 x 105 Partikel/µL) durch DMEM ohne Zusätze ersetzt. Die Partikel 
wurden dann max. 90 min bei 37°C auf einem Schüttler präinkubiert. Anschließend wurde dieser 
Überstand gesammelt und als Kontrolle bei der Stimulation verwendet (ÜS-Lagerung). Die 
beads wurden in frischem Medium (15 µL) resuspendiert. Durch Zugabe dieser beads zum 
Medium und kurzem Schwenken der Kulturschale erfolgte die Stimulation der kultivierten Zel-
len. Sie wurde durchgeführt, wie für die löslichen Zytokine beschrieben. Als Kontrolle dienten 
Benzylguanin-modifizierte beads (Leer-beads) mit derselben Konzentration. Teilweise wurden 
die Zellkulturschalen nach Beginn der Stimulation für 10-20 s auf eine Magnetplatte gestellt, um 
die Sedimentation der magnetischen Partikel zu beschleunigen. 
Stimulation mit YFP-hIL-6-modifizierten Agarose-beads 
Eine Stimulation von HepG2-Zellen mit YFP-hIL-6 modifizierten Agarose-beads erfolgte auf 
12-Loch-Platten. Hierzu wurde der Lagerungs-Puffer (0,1 M Posphatpuffer pH 8; 0,02 % 
Tween) der Partikel-Suspension nach 144 h Lagerung (4°C) durch frischen Puffer ersetzt. An-
schließend erfolgte eine Inkubation für 60 min. Danach wurde der Puffer erneut ersetzt. Mit 
diesen präparierten beads erfolgte die Stimulation der kultivierten Zellen (5 µL bead-
Suspension/mL Kulturmedium). Als Kontrollen dienten Leer-beads mit selber Konzentration, 
die Lagerungs-Überstände (5 µL/mL Medium) sowie hisYFP-hIL-6 (1 pmol/mL). 
2.9 Analyse von Stimulations-Experimenten mittels laser scanning Mikroskopie 
2.9.1 Einstellungen des laser scanning Mikroskops 
Zur Analyse fluoreszierender Moleküle in lebenden Zellen wurde ein konfokales laser scanning 
Mikroskop des Typs Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss, Jena) verwendet. Dieses war mit einem Ar-
gon-Laser ausgestattet, der Licht der Wellenlängen 458, 488 und 514 nm emittieren konnte. Die 
folgenden Mikroskop-Einstellungen wurden für die Analyse fixierter sowie lebender Zellen 
vorgenommen. Auch die Analyse der YFP-Zytokin-modifizierten beads wurde anhand dieser 
Einstellungen durchgeführt, allerdings im single-track mode (nur YFP-Kanal). Die Analyse von 
Partikeln nach Inkubation mit FITC-Peptid erfolgte im FITC-Kanal. Alle Bilder wurden in der 
Regel mit einem 63x Wasser-korrigierten Objektiv (Zeiss C-Apochromat 63/1.2w Korr) aufge-
nommen.  
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Durch das konfokale Prinzip des Mikroskops sind Fluoreszenzbilder mit festgelegten Schichtdi-
cken möglich (optischer Schnitt). Das Prinzip basiert auf der Vorschaltung einer Lochblende 
(pinhole) vor den Detektor, so dass nur Fluoreszenz-Licht aus einer bestimmten Fokusebene 
detektiert wird. Die Größe der Lochblende bestimmt wiederum die Schichtdicke, wobei diese 
durch die Wellenlänge des Abstrahlungslichts limitiert wird. Aufnahmen der verschiedenen 
Ebenen können nacheinander durchgeführt (z-stack) und anschließend zu einem dreidimensiona-
len Bild zusammengefügt werden. Z-stack-Aufnahmen wurden nicht für die YFP-Zytokin-bead-
Analyse durchgeführt, sondern erfolgten lediglich bei den Stimulationsexperimenten. 
2.9.2 Fluoreszenz-Mikroskopie fixierter Zellen  
Transfizierte Zellen wurden in 24-Loch-Platten auf Deckgläser (Ø 12 mm) kultiviert (Konfluenz 
30 – 40%). Bei Kultivierung von HEK293-Zellen wurden die Deckgläser vorher ca. 30 min mit 
Poly-L-Lysin-Lösung (Fluka Chemie AG, Schweiz) behandelt, damit die Zellen nach Entfernen 
überschüssiger Lösung stabil auf der Oberfläche adhärierten. Nach einem Mediumwechsel auf 
FKS-freies Medium (500 µL/Vertiefung) und einer Inkubation von 2 h wurden die Zellen mit 
Zytokin-modifizierten Partikeln (SNAP-tag-Kupplung) stimuliert. Die Zellen wurden entweder 
mit YFP-Zytokin-beads, YFP-beads, Leer-beads (jeweils 15 µL/Vertiefung) oder löslichem 
YFP-Zytokin bzw. SNAP-YFP-Zytokin (1 pmol/mL) für die angegebene Zeit inkubiert (siehe 
auch Kapitel 2.8.1). Im Anschluss an die Stimulation wurden die Zellen direkt auf Eis gelagert. 
Um die Zellen zu fixieren, wurde das Medium abgezogen, und die Zellen zweimal mit PBS++ 
gewaschen und 15 min in 3,7% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend 
wurden die Zellen einmal mit PBS++ gewaschen. Die Unterdrückung von Autofluoreszenz er-
folgte durch Inkubation für 5 min mit 50 mM NH4Cl in PBS++. Nach einem weiteren Wasch-
schritt mit PBS++ wurden die Deckgläser in Wasser getaucht, abgetupft und mit Shandon-
Argon-Laser Laserstärke: 50% 458 nm/ 488 nm/ 514 nm Laserkonfiguration: 
YFP Multi-track mode: CFP 
514 Anregung (nm): 458 
0,1-1 % Transmission 20 % 
BP 530-600 nm Filter: BP 470-490 nm 
1 µm Schichtdicke (pinhole): 1 µm 
12 bit Datentiefe:  
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ImmuMount auf den Objektträgern aufgelagert. Am nächsten Tag wurden die Deckgläser mit 
klarem Nagellack am Rand versiegelt. Die Objektträger wurden im Dunkeln gelagert, um das 
Ausbleichen zu verhindern. Im Anschluss erfolgte die Analyse der CFP und YFP Fluoreszenz 
stimulierter Zellen am konfokalen laser scanning Mikroskop LSM 510 (Zeiss, Deutschland). 
2.9.3 Lebend-Zell-Analyse (Live Cell Imaging) nach Stimulation mit YFP-Zytokin-beads 
Für Echtzeitmessungen lebender Zellen nach Stimulation mit YFP-Zytokin-beads wurden tran-
sient oder stabil transfizierte Zellen 24 - 48 h vor der Messung auf Deckgläser (Ø 42 mm) in 6 
cm-Schalen kultiviert. Die Zellen wurden auf dem Deckglas in eine 37°C temperierte und CO2-
begaste Inkubationskammer überführt und mit Medium (ca. 1 mL) versorgt. Alternativ wurden 
die Zellen auf unterteilten Objektträgern (µ-slide, Ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland) kulti-
viert, welche die Analyse in geringen Volumina (30-300 µL) ermöglichte. Allerdings konnten 
die Zellen bei diesem Versuchsaufbau nicht konstant temperiert werden. Die Stimulation der 
Zellen erfolgte am Mikroskop durch vorsichtige Zugabe der YFP-Zytokin-Partikel, löslichem 
Zytokin (1 pmol/mL) und, wenn erforderlich, von 0,5 µg/mL sIL-6Rα (sgp80). Die Aufnahmen 
wurden nach einer kurzen Inkubationszeit zur Verteilung der Partikel oder löslichen Proteine im 
Medium gestartet. Bilder wurden im 15 min Abstand bzw. zu den angegebenen Zeitpunkten 
aufgenommen. Es wurden die Einstellungen zur Detektion der CFP und YFP Fluoreszenz ver-
wendet.
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3 Ergebnisse 
3.1 Expression von YFP-Zytokinen in E. coli 
Die zu untersuchenden humanen Zytokine leukemia inhibitory factor (hLIF), Oncostatin M 
(hOSM) und Interleukin-6 (hIL-6) wurden zusätzlich zu ihrer eigentlichen DNS-Sequenz  
N-terminal mit der Sequenz des yellow fluorescent protein (YFP), einem Derivat des green 
fluorescent protein (GFP), ausgestattet. Eine Expression dieser rekombinanten Fusionsproteine 
garantierte die Markierung jedes einzelnen Zytokins mit genau einem YFP-Molekül (Abb. 1.10). 
Diese Art der Markierung erlaubte eine Quantifizierung der Fusions-Zytokine basierend auf 
Adsorption oder Fluoreszenz des YFPs. In der Sequenz befand sich außerdem vor dem YFP ein 
sog. His-tag aus sechs Histidinen, gefolgt von einer Enterokinase-Schnittstelle (Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys). Der His-tag diente der späteren Reinigung der exprimierten Fusionsproteine, war aber 
auch, wie bereits erwähnt (Kapitel 1.4), interessant für eine ortsspezifische Immobilisierung der 
Zytokine auf Oberflächen (Kapitel 3.2). Aufgrund der Enterokinase-Schnittstelle bestand die 
Möglichkeit durch Verwendung der Enterokinase die Ortsspezifität der Immobilisierung und die 
daraus resultierende einheitliche (homogene) Orientierung der immobilisierten Fusions-Zytokine 
zu überprüfen (Kapitel 3.3.6). 
3.1.1 Einfluss der IPTG-Konzentration auf die Expression 
Für die Expression fluoreszenzmarkierter Zytokine in E. coli wurde das Expressionssystem von 
Studier und Moffatt [225] gewählt, welches auf der Isopropylthiogalactosid (IPTG)-abhängigen 
Induktion einer stabil ins bakterielle Genom integrierten T7-Polymerase basiert. Die gebildete 
T7-Polymerase startete daraufhin die Expression des Zielgens, in diesem Fall die Expression von 
hisYFP-hLIF, hisYFP-hOSM oder hisYFP-hIL-6. 
Zur Untersuchung des IPTG-Einflusses auf die Expression der Fusions-Zytokine wurden Bakte-
rienkulturen nach der Induktionsphase (bei 37°C) in Lämmli-Puffer durch Erhitzen aufgeschlos-
sen. Diese Lämmli-Lysate wurden anschließend elektrophoretisch aufgetrennt und per 
Westernblot analysiert. Abb. 3.1 zeigt das Resultat einer Westernblot-Analyse nach einem sol-
chen Expressionsexperiment. Abgebildet sind sowohl der Einfluss der IPTG-Konzentration als 
auch der Induktionszeit auf die Expression von hisYFP-hLIF. Unabhängig von diesen Parame-
tern ist 30 min nach Start der Induktion eine deutliche Protein-Bande auf Höhe von 50 kD sicht-
bar. Dies entspricht der berechneten Größe des Fusionsproteins, welches sich aus hisYFP  
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(ca. 29 kD) und hLIF (ca. 21 kD) zusammensetzt. Neben dieser prominenten Bande sind in  
Abb. 3.1 A bei der GFP- als auch bei der hLIF-Detektion zwei weitere Banden (ca. 37 kD und  
<37 kD bzw. ca. 37 kD und ca. 25 kD) erkennbar. Die 37-kD-Bande repräsentiert vermutlich 
eine unspezifische Interaktion der Antikörper, obwohl sich eine vermeintliche Zunahme über die 
Induktionszeit nicht leugnen lässt. Da diese Bande mit beiden Antikörpern detektiert wird könnte 
es sich auch um ein Protein-Fragment handeln, welches Epitope für beide Antikörper enthält. 
Dagegen repräsentiert die bei der GFP-Detektion zweite zusätzliche Bande (<37 kD) höchst-
wahrscheinlich hisYFP, welches das Resultat einer abgebrochenen Transkription, Translation 
oder einer Spaltung des Fusionsproteins sein könnte. Für letzteres spricht das Vorhandensein der 
25 kD-Bande bei der LIF-Detektion, welche in diesem Fall abgespaltenes hLIF verkörpern wür-
de. Der Anteil an eventuell gespaltenem hisYFP-hLIF und anderer Fragmente ist in Relation 
zum vollständig exprimierten Fusions-Zytokin allerdings gering. 
 
Abbildung 3.1 – Einfluss der IPTG-Konzentration und der Induktionszeit auf die Expression von hisYFP-hLIF:  
Die E. coli-Kultur wurde bis zu einer OD600 von 0,8 inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Induktion mit IPTG bei 37°C. 
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde 1 mL Probe entnommen und zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 
Lämmli-Puffer denaturiert, im elektrischen Feld eines SDS-Polyacrylamid-Gels aufgetrennt und per Westernblot 
mittels eines hLIF oder GFP-Antikörpers analysiert. 
 
Ohne Induktion ist kein bzw. in geringen Mengen hisYFP-hLIF detektierbar (GFP- bzw. LIF-
Detektion in Abb. 3.1 A). Die Verwendung unterschiedlicher IPTG-Konzentrationen (0,1; 0,2; 
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0,4; 0,75 und 1 mM) hat keinen Effekt auf die Expressionsrate (Abb. 3.1 A und B). Selbst 0,1 
mM (Abb. 3.1 B) induzieren eine vergleichbare (indirekter Vergleich über 0,4 mM) Expression 
von hisYFP-hLIF wie 1 mM (Abb. 3.1 A). Im Gegensatz dazu besitzt die Expressionsrate eine 
Zeitabhängigkeit. Erst 120 min nach Induktionsbeginn wird die maximale Expressionsrate er-
reicht, erkennbar an einer konstanten Bandenstärke bei 50 kD ab diesem Zeitpunkt (Abb. 3.1 A 
und B). Da die Expression der YFP-Zytokine keinen negativen Einfluss auf das bakterielle 
Wachstum besitzt (Daten nicht gezeigt), ist eine Induktionsdauer von mindestens 120 min oder 
länger zur Erzielung hoher Proteinausbeuten empfehlenswert.  
Im Folgenden wurde mit einer IPTG-Konzentration von 0,1 mM induziert. Die Zelllyse nach der 
Induktionsphase erfolgte durch Lysozym und anschließender Abtrennung der Zellreste vom 
Lysat durch Zentrifugation. Volllysat (Lysat mit Zellresten), Pellet (Zellreste) und Lysat wurden 
per Westernblot analysiert. Abb. 3.2 zeigt das Ergebnis einer solchen Analyse. Im rechten Teil 
des Westernblots wird die Expression von hisYFP-hLIF bei 37°C wiedergegeben. Im Volllysat 
als auch im Pellet wird mit beiden Antikörpern eine kräftige Bande bei 50 kD nachgewiesen. 
Dies ist ein Indiz für das Vorhandensein sog. Einschlusskörper (inclusion bodies), unlöslicher 
Protein-Aggregate aufgrund von überexpressionsbedingter Fehlfaltung des hisYFP-hLIFs. Da im 
Lysat kein bzw. nur wenig YFP-hLIF detektiert wird (GFP bzw. LIF-Detektion), scheint bei 
einer Induktion von 37°C der Hauptteil des exprimierten YFP-hLIFs in unlöslicher Form vorzu-
liegen. 
3.1.2 Einfluss der Temperatur auf die Expression 
Aus diesem Grunde wurde neben der IPTG-Konzentration und der Induktionsdauer ebenfalls der 
Einfluss der Induktionstemperatur auf die Expression der YFP-Zytokine und Bildung von Ein-
schlusskörpern untersucht. Vor Start der Induktion wurde die Bakterienkultur bei 37°C kulti-
viert. Im Anschluss wurden ein Teil der Ausgangskultur bei 37°C und der andere Teil bei 25°C 
induziert. Außerdem wurden diese Ansätze nach Abschluss der Induktion ein weiteres Mal 
unterteilt und jeweils ein Ansatz in Gegenwart von Chloramphenicol (Translations-Blocker) 
inkubiert. Die Zugabe dieses Antibiotikums sollte den Expressionsstress des Bakteriums reduzie-
ren und eine bessere Faltung der bereits translatierten Fusionsproteine ermöglichen. Nach erfolg-
ter Induktion wurden die unterschiedlich induzierten und inkubierten Kulturen lysiert und Frak-
tionen der Volllysate (Lysat mit Zellresten), Pellet (Zellreste) und Lysat per Westernblot analy-
siert (Abb. 3.2). 
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Abbildung 3.2 – Temperaturabhängige Expression (von hisYFP-hLIF) in E. coli: Die E. coli-Kultur wurde bis zu einer 
OD600 von 0,8 inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Induktion mit 0,1 mM IPTG bei 25 oder bei 37°C. Die Bakterien 
wurden nach der Induktionsphase (60 min) entweder direkt lysiert oder mit Chloramphenicol (0,4 mg/mL) weiter-
kultiviert. Die jeweiligen Fraktionen bei der Lyse wurden elektrophoretisch aufgetrennt und im Westernblot 
detektiert. Es zeigt sich bei 25°C eine Abnahme der inclusion bodies und eine gesteigerte Menge hisYFP-hLIF im 
Lysat.  
 
Bei einer Induktionstemperatur von 37°C bilden sich wie beschrieben inclusion bodies. Dieser 
Umstand reduziert sich bei Verringerung der Expressionstemperatur auf 25°C. Zwar ist auch hier 
weiterhin ein beträchtlicher Anteil von hisYFP-hLIF als inclusion bodies im Pellet vorzufinden, 
allerdings wird auch eine deutliche Zunahme an Fusionsprotein in der Lysat-Fraktion registriert. 
Die Herabsetzung der Induktionstemperatur besitzt somit einen enormen Einfluss auf die Lös-
lichkeit des YFP-Zytokins und vereinfacht eine Reinigung der produzierten YFP-Zytokine (siehe 
Kapitel 3.1.3). Eine im Anschluss an eine His-tag-Reinigung durchgeführte Protein-Analyse 
(nach Bradford) der Elutionsfraktion bestätigt eine deutlich höhere hisYFP-hLIF-Konzentration 
bei 25°C (0,25 mg/mL) im Vergleich zu 37°C (0,08 mg/mL).  
Dagegen erweist sich eine Reifung des Zytokins in Gegenwart von Chloramphenicol als unwirk-
sam. Wichtigster Parameter für die Gewinnung von löslichem hisYFP-hLIF ist die Herabsetzung 
der Induktionstemperatur auf 25°C, welche sich nur geringfügig auf das weitere Wachstum der 
Bakterienkultur auswirkt (Daten nicht gezeigt). Dieses Resultat gilt ebenso für die Expression 
von hisYFP-hOSM und hisYFP-hIL-6 (Daten nicht gezeigt). 
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3.1.3 Reinigung der YFP-Zytokine über im Fusionsprotein vorhandenen His-tag 
Wie bereits an anderer Stelle beschrieben, befindet sich am N-Terminus vor dem YFP ein sog. 
His-tag aus sechs Histidinen, welcher der Reinigung und Konzentrierung der exprimierten YFP-
Zytokine dienen sollte. Zu diesem Zweck wurden die bakteriellen Lysate auf eine Ni2+-NTA-
Säule gegeben, damit die YFP-Zytokine an die Säulenmatrix binden. Im Anschluss wurden 
unspezifisch gebundene Proteine durch Waschen entfernt und schließlich die YFP-Zytokine 
durch Zugabe von Imidazol eluiert. Die Elutions- und Waschfraktionen sowie Lysat und Durch-
fluss wurden sowohl per Coomassie-Gelfärbung als auch per Westernblot analysiert (Abb. 3.3). 
 
Abbildung 3.3 – His-tag Reinigung von YFP-Zytokinen (hLIF, hOSM, hIL-6): Die verschiedenen Expressionsstämme 
wurden ab einer OD600 von 0,8 mit 0,1 mM IPTG induziert (25°C). Im Anschluss erfolgte eine His-tag-Reinigung der 
Lysate durch eine Ni2+-NTA-Säule und eine Elution mit 250 mM Imidazol. Die verschiedenen Fraktionen wurden 
elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert. A) Coomassie-Färbung: Erfolgreiche Entfernung von Lysat-Proteinen 
und Anreicherung von YFP-Zytokin (50 kD) bei Elution. B) Westernblot von hisYFP-hIL-6-Reinigung: Neben intak-
tem hisYFP-hIL-6 wird ebenfalls hisYFP detektiert. 
 
Durch die Coomassie-Färbung (Abb. 3.3 A) wird der Erfolg der Reinigung deutlich. In den 
Lysaten findet sich eine Mischung unterschiedlicher Proteine. Selbst das Lysat einer Bakterien-
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kultur mit Leervektor (Kontroll-Expression) lässt sich nicht sonderlich von den Lysaten der 
YFP-Zytokine unterscheiden. Dagegen ist die Proteinmenge in den Elutionsfraktionen drastisch 
reduziert und es werden Unterschiede sichtbar, denn nur bei Expression der YFP-Zytokine zeigt 
sich eine Bande bei 50 kD. Zumindest für die Expression von hisYFP-hOSM und hisYFP-hIL-6 
hebt sich diese eindeutig als Hauptbande von drei weiteren, schwächeren Protein-Banden ab. Bei 
zwei der schwächeren Banden (70 und 37 kD) handelt es sich um unspezifisch an die Säulen-
Matrix gebundenes Protein, da sie ebenfalls in der Elutionsfraktion der Kontroll-Expression des 
Leervektors zu sehen sind. Die 37-kD-Bande wurde bereits in Kapitel 3.1.1 erwähnt und als 
unspezifisches Protein eingestuft. Diese Annahme wird durch den vorliegenden Befund bestätigt. 
Die dritte Bande bei ca. 30 kD wurde ebenfalls in Kapitel 3.1.1 beschrieben und als hisYFP 
infolge unvollständiger Transkription oder abgebrochener Translation charakterisiert. Da sich 
der His-tag am N-Terminus befindet, ist eine Reinigung dieses unvollständigen Fusionsproteins 
nicht zu vermeiden. Allerdings ist die Ausbeute im Vergleich zum vollständigen Fusionsprotein 
relativ gering. Bestätigt wird dieses Resultat durch die Westernblot-Analyse einer Reinigung von 
hisYFP-hIL-6 (Abb. 3.3 B). Die genannte Bande bei ca. 30 kD findet sich in der Elutionsfraktion 
und wird durch den GFP-Antikörper, nicht aber durch den IL-6-Antikörper nachgewiesen. Es 
muss sich also um hisYFP handeln, welches rechnerisch eine Größe von 29 kD hat. Im Vergleich 
zum vollständigen hisYFP-hIL-6 (50 kD) ist die Intensität deutlich schwächer. Mit beiden Anti-
körper-Detektionen lässt sich überwiegend das intakte hisYFP-hIL-6 nachweisen. Der hIL-6-
Nachweis offenbart außerdem eine ebenfalls bereits erwähnte Protein-Bande bei 25 kD  
(Kapitel 3.1.1). Es wurde vermutet, dass es sich hierbei wohlmöglich um das Zytokin handelt, 
welches durch eine Spaltung des YFP-Zytokins nach erfolgter Translation entsteht. Hierfür 
spricht das Vorhandensein des hisYFP bei der GFP-Detektion. Allerdings ist unverständlich, 
weshalb das Zytokin bei der Reinigung an die Säule bindet und eluiert wird, da es als Bruchstück 
keinen His-tag besitzt. Eine mögliche Erklärung wäre die Spaltung des YFP-Zytokins während 
bzw. nach der Elution in hisYFP und Zytokin. Dies erscheint allerdings unwahrscheinlich. Weil 
außerdem im Coomassie-gefärbten Gel keine Bande bei 25 kD sichtbar ist, scheint diese Bande 
ein Nachweis-Artefakt bei der hIL-6-Detektion zu sein.  
Insgesamt belegen die Ergebnisse in Abb. 3.3 die Möglichkeit einer Reinigung der YFP-
Zytokine anhand des im Fusionsprotein vorhandenen His-tags unter nativen Bedingungen. Un-
erwünschte Proteine können größtenteils entfernt werden. 
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3.1.4 Stabilitätsuntersuchung der YFP-Zytokine 
Die Verwendung der Fusionsproteine für die Modifikation von Biomaterial-Oberflächen ist 
abhängig von ihrer Stabilität. Proteine, die bei den notwendigen Immobilisierungsbedingungen 
oder nach der Kupplung rasch denaturieren, sind prinzipiell ungeeignet für die beabsichtigten 
Untersuchungen (Kapitel 1.4). Aus diesem Grunde wurde nach erfolgreicher Reinigung  
hisYFP-hIL-6, exemplarisch für die weiteren YFP-Zytokine, zur Abschätzung seiner Stabilität 
bei unterschiedlichen Temperaturen mit bzw. ohne Protease-Inhibitoren über einen Zeitraum von  
70 Tagen gelagert (Abb. 3.4 A). Auf eine Untersuchung des Einflusses von Na-Azid wurde 
verzichtet, da seine toxischen Eigenschaften evtl. einen negativen Effekt bei nachfolgenden Zell-
Experimenten hervorrufen. 
 
Abbildung 3.4 – Stabilität von hisYFP-hIL-6 bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen: hisYFP-hIL-6 wurde 
nach der Reinigung entweder mit oder ohne Protease-Inhibitoren bei -80, -20, +4 oder +22°C für den angegebenen 
Zeitraum inkubiert und anschließend durch Coomassie-Färbung analysiert. Die t0-Probe wurde in Lämmli-Puffer 
denaturiert und bis zur Analyse der restlichen Proben bei -20°C gelagert. A) Einfluss der Lagerungstemperatur auf 
die Stabilität (Lagerung 70 Tage): hisYFP-hIL-6 wird bei Temperaturen ≥ + 4 °C degradiert. B) Lagerung von hisYFP-
hIL-6 bei +4°C (ohne Protease-Inhibitoren): Keine Denaturierung über einen Zeitraum von 17 Tagen.  
 
Im Coomassie-gefärbten Gel ist vor der Lagerung (Zeitpunkt t0) eine deutliche Bande bei  
ca. 50 kD, das YFP-hIL-6, sichtbar. Eine Lagerung bei -80 bzw. -20°C scheint keine Auswir-
kungen auf die YFP-hIL-6-Stabilität zu haben. Diese Beobachtung ist unabhängig vom Vorhan-
densein der Protease-Inhibitoren. Wird das Fusionsprotein allerdings bei 4 oder 22°C über den 
gleichen Zeitraum gelagert, zeigt sich bei 25 kD eine kräftige Proteinbande, während die 
hisYFP-hIL-6-Bande verschwunden ist. Dieser Zerfall wird von der Anwesenheit der Protease-
Inhibitoren nicht beeinflusst. Das Auftreten einer definierten Bande ist etwas überraschend, da 
M + + - + - +t0
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dies eher untypisch für die Degradation eines Proteins ist. Da auf Zugabe von Na-Azid und eine 
Sterilfiltration der Elutionsfraktionen verzichtet wurde, ist eine während der Inkubationsdauer 
auftretende mikrobielle Kontamination eine mögliche Ursache. 
Für die Immobilisierung der YFP-Zytokine ist eine Degradation von hisYFP-hIL-6 ab 4°C nicht 
wünschenswert, da sie die Durchführbarkeit und Stabilität einer Kupplung fragwürdig erscheinen 
lässt. Allerdings wurde in Abb. 3.4 A ein relativ langer Zeitraum untersucht. Abb. 3.4 B spiegelt 
das Ergebnis einer Untersuchung über 17 Tage wider. Es wird deutlich, dass über den gesamten 
Zeitraum kaum hisYFP-hIL-6 degradiert wurde. Lediglich die Bandenschärfe nimmt nach einer 
dreitägigen Lagerung langsam ab, was als Indiz eines beginnenden Zerfalls gedeutet werden 
kann. 
Als positives Fazit bleibt festzuhalten, dass die Durchführbarkeit einer Immobilisierung von 
YFP-Zytokinen gewährleistet ist, da die Fusionsproteine über einen Zeitraum von mind. drei 
Tagen nicht zerfallen und in diesem Zeitfenster ihre Immobilisierung durch die angeführten 
Strategien (Kapitel 1.4) mit nachfolgenden Zellexperimenten möglich sind. Bei längerfristiger 
Lagerung der produzierten YFP-Zytokine empfiehlt sich eine Lagerung bei -80 oder -20°C. 
Allerdings waren die Absorptionspektren der YFP-Zytokine (siehe Kapitel 3.1.5) nach einer 
Lagerung bei -20°C im Vergleich zur Kontrolle deutlich verändert (Daten nicht gezeigt). 
3.1.5 Überprüfung der biologischen Aktivität der YFP-Zytokine 
Da es sich bei den YFP-Zytokinen um Fusionsproteine handelt, war eine Überprüfung der biolo-
gischen Aktivität notwendig, um eventuelle negative Effekte der aufgrund bakterieller Expressi-
on fehlenden Glykosylierung, aber auch der YFP-Fusion, auf die Zytokin-Aktivität auszuschlie-
ßen. Zu diesem Zweck wurden HepG2-Zellen mit gereinigtem YFP-Zytokin stimuliert und die 
Auswirkungen der Stimulation auf die STAT3-Phosphorylierung per Westernblot analysiert 
(Abb. 3.5). Im Vergleich zum Eluat der Kontroll-Expression (Leervektor in Kapitel 3.1.3) ist bei 
allen YFP-Zytokinen eine STAT3-Phosphorylierung nachweisbar (Abb. 3.5 A). Während 
hisYFP-hOSM und hisYFP-hIL-6 eine ähnlich starke Phosphorylierung wie die entsprechenden 
Positivkontrollen (hOSM bzw. hIL-6) zeigen, fällt die Phosphorylierung von hisYFP-hLIF im 
Vergleich zu hLIF deutlich geringer aus. Dieser Umstand beruht jedoch nicht auf einer veränder-
ten Stimulationsaktivität des hisYFP-hLIFs sondern eher auf der tatsächlich eingesetzten fünf-
fach geringeren molaren Konzentration von hisYFP-hLIF, welche die Folge der Proteinbestim-
mung nach Bradford ist. Durch eine Bradford-Analyse lässt sich der Gesamtproteingehalt des 
Eluats bestimmen, der im optimalen Fall der YFP-Zytokin-Konzentration entspricht. Diese 
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Annahme kann, wie in Abb. 3.5 A für hisYFP-hLIF dargestellt, zum Einsatz einer erniedrigten 
hisYFP-hLIF-Menge führen, da bereits in Abb. 3.3 A gezeigt wurde, dass bei der Reinigung 
neben den Fusions-Zytokinen ebenfalls einige andere Proteine aus dem bakteriellen Lysat unspe-
zifisch an die Ni2+-NTA-Matrix binden und eluiert werden. Die tatsächliche Konzentration von 
YFP-Zytokin im Eluat lässt sich deshalb nur vage vom Gesamtproteingehalt ableiten (Differenz 
zwischen Gesamtproteingehalt und Proteingehalt der Leervektor-Expression). Die biologische 
Aktivität des hisYFP-hLIFs ist de facto nicht verändert, sondern die Reaktion der Zellen, in 
Form der STAT3-Phosphorylierung, auf den schwachen hLIF-Stimulus ist geringer ausgeprägt. 
 
Abbildung 3.5 – Untersuchung der biologischen Aktivität von YFP-Zytokinen: HepG2-Zellen wurden kultiviert, 2 h 
in Medium ohne FKS inkubiert und 20 min mit der angegebenen Konzentration an YFP-Zytokin oder entsprechen-
der Positiv-Kontrolle ohne YFP stimuliert. Die Analyse der induzierten STAT3-Phosphorylierung erfolgte nach SDS-
PAGE durch Westernblot. A) Stimulation mit hisYFP-hLIF, hisYFP-hOSM und hisYFP-hIL-6 (Konzentrationsbestim-
mung nach Bradford): Die Unterschiede in der STAT3-Phosphorylierung durch hisYFP-hLIF im Vergleich zur Positiv-
Kontrolle ergeben sich aufgrund von Unterschieden in der tatsächlichen Zytokin-Konzentration infolge einer 
fehlerhaften Annahme bei der Proteinbestimmung (Erklärung siehe Text). B) Ein Vergleich der STAT3-
Phosphorylierung durch unterschiedliche Konzentrationen von hisYFP-hIL-6: Die Konzentration wurde mit dem 
NanoDrop bestimmt (Abb. 3.6). Zur Kontrolle wurden die Zellen mit derselben Menge hIL-6 stimuliert. Es ergeben 
sich kaum Unterschiede zwischen dem Fusions-Zytokin und der Kontrolle.  
 
Um eine umständliche und fehlerbehaftete Konzentrationsbestimmung der YFP-Zytokine zu 
vermeiden, wurde ein direkter Nachweis benötigt. Eine Möglichkeit basiert auf der YFP-
Komponente im Fusionsprotein. Als Fluoreszenzprotein besitzt YFP neben dem proteintypischen 
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Absorptionsmaximum von 280 nm ein weiteres Maximum bei 514 nm (Abb. 3.6 A). Mit Hilfe 
des molaren Extinktionskoeffizienten (83,5 mM-1 cm-1) und des Lambert-Beer-Gesetzes  
(Abb. 3.6 B) lässt sich die molare Konzentration von YFP in der Probe bestimmen. Da unter 
optimalen Bedingungen jedes YFP-Molekül mit einem Zytokin-Molekül fusioniert ist, entspricht 
die YFP-Konzentration der YFP-Zytokin-Konzentration. Das genannte Auftreten von hisYFP 
bei Expression und Reinigung (siehe vorherige Kapitel) ist ein Schwachpunkt dieser Art der 
Proteinbestimmung. Allerdings ist die Menge von hisYFP im Vergleich zum vollständigen Fusi-
onsprotein mit Zytokin (hisYFP-hLIF, hisYFP-hOSM und hisYFPhIL-6) relativ gering und 
somit vernachlässigbar. 
 
Abbildung 3.6 – Bestimmung der YFP-Zytokin-Konzentration anhand der Absorption bei 514 nm: Eine YFP-
Zytokin-Lösung wurde mit dem NanoDrop analysiert. Als Referenz diente eine Lösung ohne Protein.  
A) Absorptionsspektrum von YFP-Zytokin: Die Maxima von YFP-Zytokin liegen bei 280 nm (Absorption aromati-
scher Aminosäuren) und bei 514 nm (Absorption des YFP). B) Lambert-Beer-Gesetz: Anhand der gemessenen 
Absorption (A514) und des molaren Extinktionskoeffizienten (ε514= 83,5 mM
-1 cm-1) lässt sich die Konzentration von 
YFP bzw. YFP-Zytokin berechnen.  
 
Die Stimulation von HepG2-Zellen mit hisYFP-hIL-6, dessen Eluat-Konzentration anhand der 
Absorption von YFP bestimmt wurde, unterstützt dieses Vorgehen (Abb. 3.5 B). HepG2-Zellen 
wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von hisYFP-hIL-6 und hIL-6 behandelt und die 
resultierende STAT3-Phosphorylierung untersucht. Es sind die erwarteten konzentrationsabhän-
gigen Unterschiede in der STAT3-Phosphorylierung erkennbar. Außerdem werden zwischen 
hIL-6 und hisYFP-hIL-6 nur teils geringe Abweichungen beobachtet. Die Konzentrationsbe-
stimmung der YFP-Zytokine anhand der YFP-Domäne im Fusionsprotein ist ohne weiteres 
möglich. Die produzierten YFP-Zytokine generieren trotz YFP-Fusion und fehlender 
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Glykosylierung eine STAT3-Phosphorylierung, welche sich nicht sonderlich von den nichtmar-
kierten Positiv-Kontrollen unterscheidet und dieselbe Konzentrationsabhängigkeit zeigt. 
Die Verwendung der in E. coli produzierten Fusionsproteinen hisYFP-hLIF, hisYFP-hOSM und 
hisYFP-hIL-6 für die Kupplung an eine geeignete Matrix mit nachfolgender Untersuchung der 
durch diese Immobilisate ausgelösten Signaltransduktion erscheint aufgrund der gezeigten Bio-
aktivität und Stabilität (Kapitel 3.1.4) der Fusionsproteine als zweckdienlich. 
3.2 Immobilisierung von YFP-Zytokinen über den His-tag 
Damit ein aussagekräftiger Vergleich des Stimulationspotentials von immobilisierten und lösli-
chen Zytokinen in späteren Zellexperimenten gewährleistet ist, sollte die biologisch aktive Kom-
ponente (Zytokin) im YFP-Zytokin möglichst unbeeinflusst von der gewählten Kupplungsstrate-
gie sein, um Aktivitätsverlusten vorzubeugen. Zu diesem Zweck wurde eine Immobilisierungs-
methode benötigt, die eine ortsgerichtete Immobilisierung über den N-terminalen Bereich des 
YFP-Zytokins an die Material-Oberfläche ermöglichte. Da sich im YFP-Zytokin am  
N-Terminus ein His-tag aus sechs Histidinen befindet, welcher bereits für die Reinigung der in 
E. coli exprimierten YFP-Zytokine verwendet wurde (siehe Kapitel 3.1.3), bot sich dieser Pro-
teinabschnitt als tauglicher Kandidat für die Bindung an eine Oberfläche an. 
3.2.1 Kupplung von hisYFP-hOSM und hisYFP-hIL-6 an TALON®-beads 
Zwischen den Histidinen des His-tags und einer Ni2+-NTA-Matrix besteht eine Affinität, welche 
bereits für die Reinigung der YFP-Zytokine ausgenutzt wurde (Metallaffinitätschromatographie). 
Eine Verwendung von TALON®-beads zur Immobilisierung der YFP-Zytokine basiert ebenfalls 
auf diesem Bindungsprinzip (Kapitel 1.3.3). Allerdings ist die Zusammensetzung der Matrix 
leicht modifiziert. Außerdem wurde das Nickel-Zentralatom gegen Kobalt ausgetauscht  
(Abb. 1.9 A). Diese Veränderungen reduzieren unspezifische Interaktionen der Matrix mit dem 
Zielprotein und bewirken eine verbesserte Interaktion der Histidine des His-tags mit dem  
Co2+-Zentralatom im sich ausbildenden Chelat-Komplex. Aus diesem Grunde erschienen die 
TALON®-beads (Ø 1 µm) als eine zweckmäßige Modelloberfläche für eine ortsspezifische, 
stabile Kupplung. 
Zu diesem Zweck wurde bakterielles hisYFP-hOSM oder hisYFP-hIL-6 zusammen mit den 
TALON®-beads inkubiert. Als Kontrolle für eine spezifische Bindung der Fusionsproteine über 
den His-tag an die Partikel-Oberfläche diente ein kompetitiver Ansatz mit Imidazol, welches mit 
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den Imidazolringen der Histidine um die Kobalt-Bindungstelle konkurriert. Abb. 3.7 zeigt das 
Ergebnis der mikroskopischen Analyse eines solchen Versuches. Beads ohne Kontakt mit 
hisYFP-hOSM bzw. hisYFP-hIL-6 zeigen eine schwache Autofluoreszenz. Sie neigen zur  
Aggregation und sind folglich aufgrund ihres geringen Durchmessers (1 µm) schwer zu differen-
zieren. Nach Inkubation mit den YFP-Zytokinen ist ein deutlicher Anstieg in der Fluoreszenz 
erkennbar, gleichbedeutend mit einer Bindung der Zytokine an die bead-Oberfläche. Eine Nei-
gung der beads zur Aggregation ist weiterhin sichtbar. Im kompetitiven Kontroll-Ansatz verhin-
derte das vorhandene Imidazol eine Anlagerung von hisYFP-hOSM bzw. hisYFP-hIL-6 und 
deshalb fluoreszieren diese beads nur schwach. Aufgrund dieser Resultate lässt sich schlussfol-
gern, dass die Immobilisierung von hisYFP-hOSM bzw. hisYFP-hIL-6 spezifisch d. h. ortsge-
bunden über den im Fusionsprotein vorhandenen His-tag erfolgte. Unterstützt wird diese An-
nahme durch das Resultat einer nachträglichen Inkubation von YFP-Zytokin-beads mit Imidazol, 
welche eine Abnahme in der Fluoreszenz-Intensität bewirkt. 
 
Abbildung 3.7 – Mikroskop-Analyse nach Immobilisierung von hisYFP-hOSM bzw. hisYFP-hIL-6 an TALON®-
beads: Die beads (Ø 1 µm) wurden in YFP-Zytokin-Lösung  20 h inkubiert. Ein Parallelansatz mit 250 mM Imidazol 
fungierte als Kontrolle. Außerdem wurden modifizierte Partikel nachträglich in Puffer mit Imidazol gelagert. Im 
Anschluss wurden die verschieden behandelten beads mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop (Zeiss  
LSM 510) unter konstanten Einstellungen analysiert.  
 
Nachdem die ortsgerichtete Kupplung der Fusions-Zytokine an eine Matrix erfolgreich war, 
sollten im nächsten Schritt die Auswirkungen dieser Immobilisierung auf die Signaltransduktion 
der verwendeten Zytokine untersucht werden. Hierzu wurden die YFP-Zytokin-modifizierten 
Partikel zur Stimulation von HepG2-Zellen verwendet und die resultierende STAT3-
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Phosphorylierung per Westernblot analysiert. Abb. 3.8 A zeigt das Ergebnis einer solchen Ana-
lyse nach zwanzigminütiger Stimulation mit YFP-hOSM-beads. Leer-beads ohne hisYFP-hOSM 
als auch die weiteren Negativ-Kontrollen induzieren keine STAT3-Phosphorylierung. Dagegen 
bewirken hOSM-beads eine deutliche Phosphorylierung, welche mit Verdünnung der modifizier-
ten beads abnimmt. Die Intensität der Phosphorylierung unverdünnter Partikel ist ähnlich stark 
wie mit löslichem hOSM. Auch das Eluat von OSM-beads, welche nachträglich mit Imidazol 
behandelt wurden, bewirken ein Signal. Allerdings induzieren auch die Lagerungs-Überstände, 
die nach der Kupplung zu den angegebenen Zeitpunkten jeweils durch frischen Puffer substitu-
iert wurden, eine deutliche STAT3-Phosphorylierung. Es hat somit den Anschein, dass sich bei 
der Lagerung hisYFP-hOSM von der Oberfläche der TALON®-beads löst und eine Stimulation 
der Zellen auslöst. Die STAT3-Phosphorylierung bei den hOSM-beads könnte demnach auch 
auf desorbiertem und nicht auf immobilisiertem hOSM basieren. 
 
Abbildung 3.8 – STAT3-Phosphorylierung in HepG2-Zellen nach Stimulation mit TALON®-Zytokin-beads: HepG2-
Zellen wurden kultiviert, 2 h in Medium ohne FKS inkubiert und anschließend mit den Zytokin-modifizierten Parti-
keln stimuliert. Als Referenz wurden Zellen mit löslichem Zytokin, unmodifizierten beads, Phosphat-Puffer oder 
ohne Zusätze inkubiert. Ebenso wurden Überstände von unterschiedlich zeitlicher Einlagerungen nach der Immobi-
lisierung für die Stimulation verwendet. Die Analyse der induzierten STAT3-Phosphorylierung erfolgte nach SDS-
PAGE durch Westernblot. A) Stimulation mit hOSM-beads: HepG2-Zellen wurden für 20 min mit einer unverdünn-
ten oder verdünnten hOSM-Partikel-Suspension (1:10; 1:100) stimuliert. Der Lagerungspuffer der beads wurden 
nach der Immobilisierung mehrmals durch frischen Puffer ersetzt (+16 h; +72 h; +72 h) und für die Stimulation 
verwendet. Außerdem wurden Zellen mit dem Überstand einer Lagerung in 250 mM Imidazol (72 h) stimuliert.  
B) Stimulation mit hIL-6-beads: HepG2-Zellen wurden für max. 30 min stimuliert. Die Inkubation der Zellen mit 
den Kontrollen (ohne; Phosphat-Puffer) erfolgte für 20 min. 
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Ein ähnliches Resultat ergab die Stimulation mit YFP-hIL-6-beads (Abb. 3.8 B). In diesem Fall 
wurde die induzierte STAT3-Phosphorylierung zu mehreren Zeitpunkten untersucht. Während 
lösliches hIL-6 schon nach 10 min ein deutliches Signal erzeugt, welches sich über einen Zeit-
raum von 30 min nicht verändert, fällt die Intensität der Phosphorylierung für hIL-6-beads deut-
lich schwächer aus. Evtl. zeigt sich ein Unterschied im Stimulationsmuster, da die Banden-
Intensität nach 20 min stärker als nach 10 min ist, dies könnte aber auch am insgesamt geringe-
ren Signal liegen. Auch hier bewirkt der Lagerungs-Überstand eine Phosphorylierung. Selbst der 
Überstand einer Inkubation der TALON®-YFP-hIL-6-beads für 30 min in frischem Puffer gene-
riert eine Phosphorylierung von STAT3. Zwar fällt diese spärlicher aus als bei einer Stimulation 
mit hOSM-Überständen (Abb. 3.8 A) oder mit hIL-6-beads, ist aber im Vergleich zu den Kon-
trollen (Leer-beads; Puffer; ohne Stimulation) noch deutlich sichtbar. Auch wenn die ver-
gleichsweise stärkere Phosphorylierung von STAT3 durch hIL-6-beads gegenüber dem entspre-
chenden Lagerungs-Überstand und ein scheinbar verändertes Stimulationsmuster durch die 
Partikel darauf hindeuten, dass zumindest ein Teil des Signals durch immobilisiertes hIL-6 gene-
riert wird, lässt sich auch in diesem Fall ein Ablösen von hisYFP-hIL-6 von der TALON®-bead-
Oberfläche nicht leugnen. 
Die ortsgerichtete Anbindung der YFP-Zytokine über die Affinität des im Fusionsprotein vor-
handenen His-tags zu einer TALON®-Matrix erschien für eine dauerhaft stabile Immobilisierung 
als unzuverlässig. Damit war die Verwendung dieser Kupplungsstrategie ungeeignet für die 
weitere Untersuchung von Unterschieden bezüglich Signalübertragung zwischen immobilisier-
tem und löslichem Zytokin. 
3.2.2 Kovalente Immobilisierung über den His-tag auf einer Phenylboronsäure-
Oberfläche 
Da sich die Affinitäts-Kupplung von YFP-Zytokinen über den His-tag an eine TALON®-Matrix 
als zu instabil erwies, wurde eine alternative Strategie angewendet, die ebenfalls auf der Nutzung 
des His-tags basiert. Im Unterschied zur vorher beschriebenen Methode sollten die 
Imidazolringe der Histidine dabei eine kovalente Bindung mit auf der Oberfläche befindlicher 
Phenylboronsäure ausbilden. Die Di-μ-hydroxo-bis(N,N,N′,N′-tetramethylethylenediamin)-
Kupfer(II)-Chlorid (Cu-TMEDA)-katalysierte Reaktion von Phenylboronsäure mit Imidazol 
wurde von Collmann et. al [212] beschrieben. Das Aachener Fraunhofer Institut für Molekular-
biologie und angewandte Ökologie in Kooperation mit dem Philips Research Center Aachen 
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entwickelten auf dieser Grundlage eine Immobilisierungsstrategie, welche die Lage des His-tags 
im Fusionsprotein für eine ortsspezifische und kovalente Anbindung nutzt (Abb. 1.9 B). 
 
Abbildung 3.9 – Kupplung von (his)6-(asp)4-lys-ala-lys-FITC-Peptid über den His-tag an Aminophenylboronsäure 
(APBA)-beads: Carboxyl-funktionalisierte beads (Ø 2,8 µm) wurden mittels EDC/NHS-Chemie aktiviert und mit 
APBA, BSA oder Tris-HCl abreagiert. Im Anschluss wurden die modifizierten beads mit 5 nmol FITC-Peptid in 1 mL 
O2-gesättigtem H2O mit bzw. ohne 200 µL Cu-TMEDA-Lösung (10 µM) für 16 h inkubiert. Danach wurde der Erfolg 
der Kupplung mit einem konfokalen Mikroskop untersucht (Laserintensität 2%). A) Mikroskopische Analyse 
Carboxyl-funktionalisierter (unbehandelter) beads im FITC- und YFP-Kanal (Anregung 488 bzw. 514 nm): Un-
behandelte beads zeigen in beiden Kanälen eine Autofluoreszenz. B) Kupplung des FITC-Peptids an modifizierte 
beads und Analyse im FITC-Kanal (Anregung 488 nm): Unabhängig von der Modifikation oder Anwesenheit des 
Cu-Katalysators zeigen beads eine ringförmige Fluoreszenzfärbung. 
 
Basierend auf einen internen Forschungsbericht [230] wurde zur Bestätigung der dortigen Er-
kenntnisse mit einem synthetischen Peptid gearbeitet. Dieses Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
markierte Peptid (his)6-(asp)4-lys-ala-lys-FITC bestand aus sechs Histidinen und den Amino-
säuren der Enterokinaseschnittstelle, welche eine Überprüfung der gerichteten Kupplung ermög-
lichen sollte. Der Fluoreszenzfarbstoff FITC befand sich am C-terminalen Ende des Peptids. Als 
Immobilisierungsmatrix dienten carboxylierte Polystyrol-beads von DYNAL®, welche bei der 
konfokalen Mikroskopie sowohl im FITC- als auch im YFP-Kanal eine deutliche Autofluores-
zenz zeigen (Abb. 3.9 A). Trotz Aggregation sind die beads (Ø 2,8 µm) im Aggregat voneinan-
der zu unterscheiden. Die Partikel-Oberfläche wurde mittels EDC/NHS-Reaktion mit 
Aminophenylboronsäure (APBA) modifiziert. Anschließend wurden diese APBA-beads zusam-
men mit dem Peptid und dem für die Reaktion notwendigen Kupfer-Katalysator (Cu-TMEDA) 
inkubiert. Zur Kontrolle wurden beads ohne APBA-Modifikation oder mit BSA anstelle von 
APBA sowie eine Inkubation der Ansätze ohne Katalysator genutzt (Abb. 3.9 B). Die mikrosko-
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pische Analyse offenbart eine Fluoreszenz der Partikel, erkennbar in Form eines Ringes. Aller-
dings scheint der Einfluss des Katalysators gering, da auch die beads ohne Katalysator-
Inkubation leuchten. Auch die Bilder der anderen Kontrollen verdeutlichen eine ähnlich starke 
Fluoreszenz. Dabei ist unerheblich welche Modifikation die Partikel besitzen. Das eingesetzte 
FITC-Peptid scheint demnach eine starke unspezifische Affinität zur bead-Oberfläche zu besit-
zen. 
 
Abbildung 3.10 – Adsorptive (oben) und kovalente (unten) Bindung von (his)6-(asp)4-lys-ala-lys-FITC-Peptid an 
Dynal-Carboxy-beads: Für die Untersuchung der Adsorption wurden Carboxyl-funktionalisierte beads (Ø 2,8 µm) 
16 h bei Raumtemperatur in 1 mL H2O (O2-gesättigt) mit unterschiedlichen Mengen des FITC-Peptids inkubiert. Für 
eine kovalente, unspezifische Anbindung des FITC-Peptids wurden die beads mittels EDC/NHS-Chemie aktiviert und 
anschließend mit unterschiedlichen Mengen des FITC-Peptids 16 h inkubiert. Nach abgeschlossener Kupplung 
wurden beide Kupplungsansätze per konfokaler Mikroskopie analysiert (Anregung 488 nm; FITC-Filter) wobei die 
Laserintensität bei 0,1 bzw. 2% lag.  
 
Dieser Befund der unspezifischen Wechselwirkung von FITC-Peptid wird durch ein weiteres 
Experiment bestätigt (Abb. 3.10, oben). Unmodifizierte beads wurden in Gegenwart unterschied-
licher Mengen an FITC-Peptid inkubiert. Während beads ohne Peptid eine Autofluoreszenz 
zeigen, ist nach Inkubation mit 0,5 nmol FITC-Peptid eine schwache ringförmige Fluoreszenz 
erkennbar. Mit zunehmender FITC-Peptid-Menge steigt die Fluoreszenz-Intensität und erreicht 
ein Maximum bei 5 nmol. Zur Unterscheidung einer unspezifischen Wechselwirkung von einer 
stabilen kovalenten Bindung des FITC-Peptids, wurde in einem weiteren Ansatz eine kovalente – 
allerdings nicht ortsspezifische – Kupplung mittels konventioneller EDC/NHS-Reaktion unter-
sucht (Abb. 3.10, unten). Hierbei zeigt sich schon bei geringen Mengen des Peptids eine deutli-
chere fluoreszenzbasierte Ringbildung als beim Adsorptionsversuch, zumal die beads bei einer 
0,5 nmol0 nmol 5 nmol1 nmol
Pe
pt
id
-A
ds
or
pt
io
n
(L
as
er
 2
 %
)
ED
C/
NH
S-
Ko
pp
lu
ng
(L
as
er
 0
,1
 %
)
5 µm
Dynal Carboxy-beads + (his)6-(asp)4-lys-ala-lys-FITC 
Ergebnisse 
 
85 
schwächeren Laserintensität (0,1 % im Gegensatz zu 2 %) analysiert wurden. Es ließ sich somit 
eine eindeutige Unterscheidung einer stabilen kovalenten von einer unspezifischen adsorptiven 
Anbindung des FITC-Peptids schlussfolgern. Allerdings sei angemerkt, dass bei der kovalenten 
Kupplung in einem geringeren Ansatzvolumen gearbeitet wurde. 
Aufgrund dieses Ergebnisses wurde vermutet, dass die vorherige Modifikation der beads mit 
APBA nicht erfolgreich war. Deshalb war eine Unterscheidung zwischen katalysierter bzw. nicht 
katalysierter Reaktion unmöglich, da FITC-Peptid nur unspezifisch an die Oberfläche binden 
konnte. Um diese Annahme zu bestätigen, wurde die Inkubation von FITC-Peptid mit im Handel 
erhältlichen APBA-beads (Ø 1 µm) zusammen mit Cu-TMEDA bzw. ohne Katalysator wieder-
holt (Abb. 3.11). Während Partikel ohne Inkubation mit dem Peptid jegliche Fluoreszenz vermis-
sen lassen, zeigen die APBA-beads nach Inkubation mit dem Peptid eine deutliche Fluoreszenz. 
Allerdings ist die Fluoreszenzintensität auch in diesem Versuch wieder unabhängig vom Einsatz 
des Katalysators. Eine unspezifische Wechselwirkung lässt sich demnach nicht von einer spezifi-
schen Bindung des FITC-Peptids an die Oberfläche unterscheiden. Im Gegenteil, es scheint 
sogar, als würde das Fehlen des Katalysators die Peptid-Anlagerung begünstigen (siehe 5 nmol 
ohne Cu-TMEDA). 
 
Abbildung 3.11 – Kupplung von (his)6-(asp)4-lys-ala-lys-FITC-Peptid über den His-tag an Chemicell-beads mit 
APBA-Modifikation: Die APBA-Partikel (Ø 1 µm) wurden mit 5 bzw. 25 nmol FITC-Peptid in 1,2 mL H2O  
(O2-gesättigt) mit bzw. ohne Cu-TMEDA für 16 h inkubiert und anschließend mikroskopisch untersucht (488 nm; 
FITC-Filter; Laser 2%). Die Partikel zeigen keine Autofluoreszenz. Eine Cu-TMEDA-katalysierte, spezifische Immobili-
sierung über den His-tag ist nicht erkennbar.  
 
+ Cu-TMEDA - Cu-TMEDAKein Peptid
Chemicell-APBA-beads + (his)6-(asp)4-lys-ala-lys-FITC
5 
nm
ol
25
 n
m
ol
5 µm
Ergebnisse 
 
 
86 
 
Abbildung 3.12 – PEG-Modifikation und His-tag-Kupplung: Die Oberfläche von Dynal-Carboxy-beads wurde mit  
2-Aminoethyl-2-carboxyethyl-polyethylenglycol (PEG) modifiziert. Hierzu wurden die beads mit EDC/NHS aktiviert 
und mit PEG abreagiert. Anschließend erfolgte eine erneute EDC/NHS-Aktivierung, gefolgt von einer Modifikation 
mit APBA. A) Schematische Darstellung der PEG-Modifikation mit anschließender APBA-Funktionalisierung.  
B) Mikroskopische Analyse PEG-modifizierter Partikel: PEG-beads besitzen eine Autofluoreszenz in FITC- und YFP-
Kanal (Anregung 488 bzw. 514). C) Kupplung von (his)6-(asp)4-lys-ala-lys-FITC an PEG-modifizierte bead-
Oberfläche: Die Partikel wurden nach der PEG-Modifikation entweder mit APBA oder BSA funktionalisiert. Im 
Anschluss wurden die beads mit 5 nmol FITC-Peptid in 1,2 mL H2O (O2-gesättigt) mit bzw. ohne Cu-TMEDA für 16 h 
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die beads mit einem konfokalen Mikroskop untersucht (Anregung 
488 nm; Laserleistung 2 %). Die PEG-Modifikation kann unspezifische Wechselwirkungen nicht verhindern. Eine 
spezifische Bindung durch eine Cu-katalysierte Reaktion ist nicht erkennbar. 
 
Zur Vermeidung der beschriebenen unspezifischen Wechselwirkungen wurde die 
Partikeloberfläche der carboxylierten Dynabeads® vor der Funktionalisierung mit APBA mit  
2-Aminoethyl-2-carboxyethyl-polyethylenglycol modifiziert (Abb. 3.12 A). Die PEGylierten 
APBA-beads (PEG-APBA-beads) zeigen ebenfalls die erwähnte Autofluoreszenz im FITC- und 
YFP-Kanal (3.12 B). Anschließend wurden die PEG-APBA-beads mit dem FITC-Peptid 
inkubiert. Als Kontrollen dienten PEG-beads ohne APBA-Modifikation oder BSA anstelle von 
APBA sowie eine Inkubation der Ansätze ohne Katalysator (Abb. 3.12 C). Wie bereits aus  
Abb. 3.9 bekannt, haben die unterschiedlichen Modifikationen als auch der verwendete Kataly-
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sator keinen Einfluss auf die unspezifische Wechselwirkung von FITC-Peptid und bead-
Oberfläche. Auch Polyethylenglycol (PEG) kann diese Wechselwirkung nicht unterdrücken oder 
in dem Maße minimieren, dass eine mögliche spezifische Kupplung über His-tag und APBA 
eindeutig erkennbar würde. 
Eine weitere Alternative, die unerwünschten Wechselwirkungen möglicherweise zu reduzieren, 
bestand in der Verwendung einer hohen Salzkonzentration während der Kupplung oder einer 
Veränderung des in der Literatur [212, 230] erwähnten pH-Wertes von 7 auf 8 (Abb. 3.13). 
 
Abbildung 3.13 – Vermeidung unspezifischer Wechselwirkungen durch hohe Salzkonzentration oder pH-Wert-
Veränderung: Carboxyl-funktionalisierte beads (Ø 2,8 µm) wurden mittels EDC/NHS-Chemie aktiviert und mit 
APBA abreagiert. Im Anschluss wurden die modifizierten beads mit 10 nmol FITC-Peptid in 1 mL O2-gesättigtem 
H2O, H2O + 300 mM NaCl oder Phosphatpuffer (pH 8) jeweils ohne (oben) bzw. mit (mitte) 200 µL Cu-TMEDA-
Lösung (10 µM) für 16 h inkubiert. Der Erfolg der Kupplung wurde anschließend mit einem konfokalen Mikroskop 
analysiert (488 nm; FITC-Filter; Laserintensität 2 %). Als Kontrolle fungierte die Inkubation des Peptids mit un-
behandelten beads und ohne Cu-TMEDA (unten). Ein Anstieg in der NaCl-Konzentration reduziert die Peptid-
Adsorption an die beads ohne APBA deutlich. Die Durchführung der Kupplungsreaktion in Phosphatpuffer (pH 8) 
senkt die Peptid-Adsorption drastisch, allerdings ist keine spezifische Kupplung durch eine Cu-TMEDA katalysierte 
Reaktion sichtbar.  
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Im linken Teil der Abbildung ist die Kupplungsreaktion in H2O (pH 7) dargestellt. Wie zuvor 
wird auf der bead-Oberfläche eine deutliche Fluoreszenz detektiert. Im mittleren Teil der Abbil-
dung ist die Reaktion im Beisein von 300 mM NaCl abgebildet. Während die Kontroll-beads 
(ohne APBA-Modifikation) in diesem Fall nur noch eine geringe Fluoreszenz besitzen, ist bei 
den APBA-beads weiterhin eine deutliche Fluoreszenz sichtbar. Die Veränderung des pH-
Wertes auf pH 8 (rechts in Abb. 3.13) hat dagegen enorme Auswirkungen auf die Affinität des 
FITC-Peptids zur Partikel-Oberfläche. Weder bei den Kontroll-beads noch den APBA-beads ist 
eine ringförmige Färbung erkennbar. Lediglich die Autofluoreszenz wird weiterhin detektiert. 
Die Affinität zwischen FITC-Peptid und Oberfläche ist demnach pH-Wert-abhängig und lässt 
sich durch Veränderung dieses Parameters verhindern. Aus Abb. 3.13 geht ebenfalls hervor, dass 
trotz Vorhandenseins des Cu-TMEDA-Katalysators keine spezifische Reaktion zwischen His-tag 
und APBA-beads stattgefunden hat, ersichtlich an der nicht vorhandenen Fluoreszenz der Parti-
kel und dem fehlenden Unterschied zum Ansatz ohne Katalysator. Die beschriebene Kupplungs-
chemie [212] scheint deshalb bei pH-Werten oberhalb von pH 7 nicht praktikabel. 
 
Abbildung 3.14 – His-tag-Immobilisierung von FITC-Peptid bzw. hisYFP-hIL-6 an APBA-beads ohne Auto-
fluoreszenz: A) Kupplung von (his)6-(asp)4-lys-ala-lys-FITC: Micromer®-M PEG-COOH-beads (Ø 3 µm) wurden 
mittels EDC/NHS-Chemie aktiviert und mit APBA abreagiert. Im Anschluss wurden die modifizierten APBA-beads 
mit 10 nmol FITC-Peptid in 1 mL O2-gesättigtem H2O oder Phosphatpuffer (pH 8) mit bzw. ohne 200 µL Cu-TMEDA-
Lösung (10 µM) für 16 h inkubiert. Bei pH 8 werden unspezifische Wechselwirkungen verhindert. Trotz fehlender 
Autofluoreszenz der beads wird keine spezifische Anbindung detektiert. B) Kupplung von (his)6-YFP-hIL-6: 
Micromer®-M PEG-COOH-beads wurden mit APBA funktionalisiert. Im Anschluss wurden die modifizierten APBA-
beads mit 5 µL hisYFP-hIL-6-Lösung (ca. 5 µM) in 900 µL PBS (O2-gesättigt; pH 7,4) +/- 1% BSA mit bzw. ohne 100 µL 
Cu-TMEDA-Lösung (10 µM) für 16 h inkubiert. Anschließend wurden die Partikel mit einem konfokalen Mikroskop 
analysiert (Anregung 514 nm; YFP-Filter; Laserintensität 1%). BSA unterdrückt die Affinität des Proteins zur bead-
Oberfläche. Trotz pH 7,4 (PBS) ist keine spezifische Anbindung von hisYFP-hIL-6 sichtbar.  
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Eine weitere Erklärungsmöglichkeit für den fehlenden Unterschied (bei pH 8) zwischen dem 
Ansatz mit bzw. ohne Kupfer-Katalysator könnte in einer Überlagerung einer schwachen Fluo-
reszenz infolge geringer spezifischer Bindung durch die angeführte Autofluoreszenz liegen. Um 
dies auszuschließen wurde der Versuch mit carboxylierten Partikeln ähnlicher Größe (Ø 3 µm) 
aus einem Styrol-Maleinsäure-Copolymerisat (micromer®-M PEG-COOH-beads) wiederholt 
(Abb. 3.14 A). Diese beads besitzen keine Autofluoreszenz. Bei pH 7 zeigen sowohl die Ansätze 
mit als auch ohne Katalysator wieder die beschriebene unspezifische Bindung des FITC-Peptids. 
Diese ist bei pH 8 stark reduziert, erkennbar an der deutlich verminderten Fluoreszenzintensität. 
Auch hier sind keine Unterschiede zwischen Ansatz mit bzw. ohne Cu-Katalysator zu beobach-
ten. Damit ein Peptid-basierter Effekt ausgeschlossen werden konnte, wurde die Reaktion eben-
falls mit hisYFP-hIL-6 durchgeführt (3.14 B). In diesem Fall verhindert die Anwesenheit von 
BSA die unspezifische Bindung des Fusionsproteins an die APBA-Oberfläche. Obwohl die 
Reaktion bei pH 7,4 durchgeführt wurde, lässt das Vorhandensein von Cu-TMEDA im Ansatz 
keine gesteigerte Fluoreszenz auf der Partikel-Oberfläche erkennen. 
Die beschriebene kupferkatalysierte Reaktion der Imidazol-Reste des His-tags mit einer APBA-
funktionalisierten Oberfläche [230] konnte nicht nachvollzogen werden. 
3.3 Snap-tag-Kupplung von YFP-Zytokinen 
Da sich über den His-tag der YFP-Zytokine zwar teilweise eine ortsspezifische aber keine stabile 
Immobilisierung an eine Oberfläche erreichen ließ, wurde alternativ zusätzlich die Sequenz des 
SNAP-tag in die Sequenz des Fusionsproteins (vor YFP, zwischen His-tag und 
Enterokinaseschnittstelle) eingefügt. Aufgrund der zusätzlichen SNAP-Domäne vergrößern sich 
die synthetisierten Fusions-Zytokine theoretisch um ca. 20 kD. Durch diesen Einbau fungierte 
der His-tag nachfolgend lediglich zur Reinigung der Fusions-Zytokine, während die SNAP-
Domäne die Kupplungs-Funktion übernahm. Der SNAP-tag ist ein Derivat der humanen  
O6-Alkylguanin-DNS-Alkyltransferase (hAGT) mit einer gesteigerten Affinität zu 
Benzylguanin. Seine spezifische Reaktion bei physiologischen Bedingungen mit einer 
Benzylguanin-modifizierten Modelloberfläche sollte eine kovalente Verknüpfung von hisSNAP-
YFP-hLIF, -hOSM bzw. -hIL-6 mit der Oberfläche ermöglichen (Abb. 1.9 C). Eine hypothetisch 
resultierende einheitliche Orientierung der ortsgerichtet gekuppelten SNAP-YFP-Zytokine konn-
te anschließend mithilfe der Enterokinase überprüft werden (Kapitel 3.3.6). 
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Abbildung 3.15 – Expression von hisSNAP-YFP-hIL-6 bzw. -hOSM in E. coli: Die Expression von hisSNAP-YFP-hIL-6 
erfolgte in JM109 oder BL21. Die Expression von hisSNAP-YFP-hOSM in BL21. Die verschiedenen Expressionsstäm-
me wurden ab einer OD600.von 0,8 mit 0,4 mM IPTG induziert (25°C). Nach der Lyse erfolgte eine His-tag-Reinigung 
der Lysate durch eine Ni2+-NTA-Säule und eine Elution mit 250 mM Imidazol. Die verschiedenen Fraktionen wurden 
elektrophoretisch aufgetrennt und analysiert. A) Westernblot-Analyse und B) Coomassie-Färbung: Neben voll-
ständigen hisSNAP-YFP-hIL-6 bzw. -hOSM (ca. 70 kD) wird auch hisSNAP-YFP (ca. 50 kD) detektiert. Es zeigt sich 
kein Unterschied des Expressionsmusters bei Wechsel des Expressionsstammes von JM109 auf BL21. 
 
3.3.1 Expression von SNAP-YFP-Zytokinen in E. coli 
Die Expression von hisSNAP-YFP-hLIF, -hOSM und -hIL-6 erfolgte zunächst wie zuvor in  
E. coli. Dabei wird ein Fusionsprotein von ca. 70 kD exprimiert (Abb. 3.15 A und B). Trotz 
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derselben Bedingungen wie bei erfolgreicher Expression der YFP-Zytokine scheint die Löslich-
keit der hisSNAP-YFP-Zytokine geringer (vergleiche Pellet- mit Lysat-Fraktion), was zu einer 
niedrigeren Ausbeute führt. Durch eine His-tag-Reinigung werden unerwünschte Proteine aus 
dem Lysat entfernt (Abb. 3.15 B) und die SNAP-YFP-Zytokine konzentriert. 
Allerdings wird auch ein kleineres Protein bei 50 kD angereichert. Anhand der Westernblot-
Analyse (Abb. 3.15 A; Vergleich GFP und hIL-6 bzw. hOSM-Detektion) lässt sich schlussfol-
gern, dass es sich dabei um hisSNAP-YFP handelt, welches durch Spaltung oder abgebrochene 
Transkription bzw. Translation entsteht (siehe auch Kapitel 3.1.3). Dieser Befund steht in  
Analogie zum bei der YFP-Zytokin-Expression nachgewiesenen Spaltprodukt hisYFP  
(Abb. 3.3), mit dem Unterschied, dass der Großteil der produzierten Proteine nun als hisSNAP-
YFP synthetisiert wird und das vollständige SNAP-YFP-Zytokin wie ein Nebenprodukt wirkt. 
Ein Wechsel des bakteriellen Expressionsstammes von JM109 auf BL21 lässt die Gesamtpro-
teinmenge scheinbar ansteigen, ändert aber nichts an dem Verhältnis von hisSNAP-YFP zu 
hisSNAP-YFP-hIL-6 (Abb. 3.15 A und B, linker Teil). Diese Beobachtung gilt auch für 
hisSNAP-YFP-hILF und hisSNAP-YFPhOSM (Daten nicht gezeigt). 
Stimulation von HepG2-Zellen mit hisSNAP-YFP-hIL-6 oder -hOSM aus E. coli 
Ein eventueller Einfluss des SNAP-tags auf die biologische Aktivität der Fusions-Zytokine 
wurde untersucht, indem HepG2-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des gereinigten 
hisSNAP-YFP-hIL-6 oder hisSNAP-YFP-hOSM stimuliert wurden. Anschließend wurde die 
resultierende STAT3-Phosphorylierung analysiert (Abb. 3.16 A bzw. B). Die Kontrollen hisYFP 
und hisSNAP-YFP induzieren keine STAT3-Phosphorylierung. Dagegen zeigen alle Ansätze mit 
Fusionsproteinen (hisYFP-hIL-6/OSM, hisSNAP-YFP-hIL-6/hOSM) eine vergleichbare Aktivi-
tät wie die Positivkontrollen hIL-6 bzw. hOSM. Lediglich die Stimulation mit hisSNAP-YFP-
hOSM zeigt ein geringfügig schwächeres Phospho-STAT3-Signal im Vergleich zu hOSM und 
hisYFP-hOSM (Abb. 3.16 B). Allerdings resultiert dies nicht aus einem negativen Effekt des 
SNAP-tags auf die biologische Aktivität des Fusionsproteins sondern auf den hohen Anteil von 
hisSNAP-YFP im Eluat einer SNAP-YFP-Zytokin-Expression mit E. coli. Dieser verfälscht die 
absorptionsgebundene Proteinkonzentrationsbestimmung bei 514 nm (Kapitel 3.1.5) und vermit-
telt den Eindruck einer höheren SNAP-YFP-Zytokin-Konzentration. 
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Abbildung 3.16 – Vergleich der STAT3-Phosphorylierung in HepG2-Zellen induziert durch hisSNAP-YFP-hIL-
6/hOSM, hisYFP-hIL-6/hOSM und hIL-6/hOSM: HepG2-Zellen wurden kultiviert, 2 h in Medium ohne FKS inkubiert 
und 20 min mit der angegebenen Konzentration an Fusions-Zytokin oder der entsprechenden Zytokin-Kontrolle 
stimuliert. Weitere Kontrollen waren die Stimulation mit hisYFP und hisSNAP-YFP. Die Analyse der induzierten 
STAT3-Phosphorylierung erfolgte nach SDS-PAGE durch Westernblot. A) hIL-6-Stimulation. B) hOSM-Stimulation. 
 
3.3.2 Expression von SNAP-YFP-Zytokinen in stabil transfizierten HEK293-Zellen 
Da eine Expression der SNAP-YFP-Zytokine hLIF, hOSM und hIL-6 in E. coli einen hohen 
Anteil an hisSNAP-YFP aufweist, welcher Proteinbestimmung, Stimulationseffekte und evtl. die 
Analyse einer Immobilisierung verfälscht, wurde ein Expressionssystem benötigt, bei dem eine 
Spaltung oder abgebrochene Proteinexpression weniger gehäuft auftritt. Als Alternative bot sich 
die Expression der SNAP-YFP-Zytokine in eukaryotischen, humanen Zellen an. Hierfür wurde 
das Flp-In™ T-REx™ Expressionssystem von Invitrogen verwendet, mit dem die Sequenz der 
SNAP-YFP-Zytokine stabil in das Genom von Flp-In™ T-REx™ HEK293-Zellen integriert 
wurde. Bei diesem System wird eine ins Genom der Zelle eingefügte sowie im DNS-Vektor mit 
der Zielgen-Sequenz vorkommende Flp recombination target (FRT)-Sequenz für die 
Rekombinations-Reaktion – d. h. den Einbau der SNAP-YFP-Zytokin DNS-Sequenz ins Genom  
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durch das Enzym Flp-Rekombinase – benötigt [263]. Nach Integration unterdrückt die Synthese 
eines ebenfalls im Genom stabil integrierten Tet-Repressors die Expression von SNAP-YFP-
Zytokinen. Diese Repression des Zielgens wird durch Doxycyclin, einem Derivat des 
Tetracyclins, aufgehoben [264]. Damit die SNAP-YFP-Zytokine nach ihrer Expression ins 
Zellkulturmedium sezerniert wurden, befand sich am N-Terminus der Fusions-Zytokin-
Konstrukte außerdem die Signalsequenz von IL-6. Dieses Peptid sorgt für die Einschleusung der 
exprimierten Proteine in den sekretorischen Weg und wird anschließend von der Zelle 
enzymatisch entfernt [265]. 
Der Erfolg einer stabilen Integration wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert  
(Abb. 3.17 A). Im Vergleich zur Negativkontrolle (nicht transfizierte HEK293-Zellen) bewirkt 
die Expression des fluoreszierenden SNAP-YFP-Zytokins (-hLIF, -hOSM, -hIL-6) eine deutliche 
Verschiebung des FITC-Signals. Diese durch Doxycyclin induzierbare Expression und damit 
verbundene Steigerung der Fluoreszenz-Intensität ließ sich ebenfalls per konfokaler Mikroskopie 
beobachten (Abb. 3.17 B). Vor Induktion des jeweiligen SNAP-YFP-Zytokins wird kaum 
Fluoreszenz registriert. Nach Doxycylin-Zugabe steigt die Fluoreszenz im Zytoplasma deutlich 
an. In der Vergrößerung wird sichtbar, dass sich die exprimierten Zytokine größtenteils im 
endoplasmatischen Retikulum nahe des Zellkerns wiederfinden und sich damit im sekretorischen 
Weg der Zelle befinden. Dieser resultiert schließlich in einer Ausschleusung von SNAP-YFP-
Zytokin ins umgebende Zellmedium.  
Eine Expression und Sekretion in das umgebende Zellmedium der SNAP-YFP-Zytokine ist 
abhängig von der Induktion durch Doxycyclin. Aus diesem Grunde wurde der Einfluss von 
Doxycylin auf die Expression und nachfolgender Sekretion näher untersucht (Abb. 3.18 A). Die 
Westernblot-Analyse zeigt einen Doxycyclin-abhängigen Anstieg der SNAP-YFP-Zytokin-
Menge im Zelllysat. Der Zellüberstand (Medium) zeigt ebenfalls die beschriebene Abhängigkeit, 
allerdings ist die Konzentration an Protein deutlich geringer, für hisSNAP-YFP-hLIF so gut wie 
nicht nachweisbar. Eine Konzentrierung der Überstände ermöglichte den Nachweis von 
produziertem SNAP-YFP-Zytokin und lässt ein Maximum der Induktion und Sekretion bei 50-
75 ng/mL Doxycyclin vermuten (Abb. 3.18 B). Diese Vermutung wird durch eine exakte 
Konzentrationsbestimmung mittels ELISA bestätigt (Abb. 3.18 C). Nach Induktion mit  
50 ng/mL Doxycylin werden ca. 90 % der SNAP-YFP-Zytokinmenge nachgewiesen, welche 
nach Induktion mit 100 ng/mL im konzentrierten Zellüberstand gemessenen wurde. Dies kann 
einer Konzentration von bis zu 1 pmol/µL (= 70 ng/µL) SNAP-YFP-Zytokin entsprechen. 
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Abbildung 3.17 – Expression von SNAP-YFP-Zytokin (hLIF, hOSM, hIL-6) in stabil transfizierten HEK293-Zellen: 
Nach stabiler Transfektion wurden die Zellen kultiviert und anschließend mit 20 ng/mL Doxycyclin (DOX) induziert. 
Nach 24 h Induktion wurden die Zellen analysiert. A) Durchflusszytometrie (FACS): Die Analyse basiert auf der YFP-
Fluoreszenz der Fusions-Zytokine und wurde mit einem FITC-Filter detektiert. Eine Zunahme der Intensität im FITC-
Kanal verdeutlicht die stabile Integration ins HEK-Zell-Genom und erfolgreiche Expression des fluoreszierenden 
Zytokins. B) Konfokale Mikroskopie: Die Zellen wurden auf Deckgläsern kultiviert und nach Induktion per 
konfokaler Mikroskopie analysiert (Anregung 514 nm; YFP-Filter). Die Induktion mit Doxycyclin führt zu einer 
gesteigerten Fluoreszenz der Zellen. In der vergrößerten Ansicht wird deutlich, dass sich die SNAP-YFP-Zytokine im 
endoplasmatischen Retikulum nahe des Zellkerns und damit im sekretorischen Weg befinden. 
 
Die Expression von SNAP-YFP-hLIF und -hOSM in HEK-Zellen resultiert in Fusionsproteinen, 
welche eine Größe von ca. 75 kD besitzen (Abb. 3.19). Die 5 kD zusätzlich zur theoretischen 
Größe von 70 kD sind eine Folge der Glykosylierung aufgrund des gewählten eukaryotischen 
Expressionssystem. Durch Sekretion der exprimierten SNAP-YFP-Zytokine ins Zellmediun 
verringert sich das Auftreten unerwünschter Proteine (siehe Lysat E. coli Expression Abb. 3.3 
und 3.15). Eine nachfolgende His-tag Reinigung optimiert den Reinheitsgrad der synthetisierten 
Fusions-Zytokine zusätzlich (Abb. 3.19 A). Das Proteinfragment hisSNAP-YFP, welches bei der 
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E.coli-Expression einen Großteil der synthetisierten Proteine bildete (Abb. 3.15), ist nach 
Coomassie-Färbung nicht erkennbar. Ferner wird es nicht durch entsprechende Antikörper 
detektiert (Abb. 3.19 B). Eine Ausnahme bildet die hisSNAP-YFP-hOSM-Expression. Hier zeigt 
die GFP-Antikörper-Detektion eine Bande bei ca. 50 kD, welche auf das erwähnte hisSNAP-
YFP hindeutet. Im Vergleich zu hisSNAP-YFP-hOSM ist der Anteil der Bande gering. 
Außerdem wird sie durch einen SNAP-Antikörper nicht erkannt. Dagegen detektieren die 
verwendeten Antikörper sowohl für hisSNAP-YFP-hOSM als auch für hisSNAP-YFP-hLIF 
jeweils das entsprechende Fusionsprotein bei einer Höhe von 75 kD. 
 
 
Abbildung 3.18 – Doxycyclin-abhängige Expression und Sekretion von SNAP-YFP-Zytokin (hLIF, hOSM, hIL-6):  
HEK293-Expressions-Zellen wurden auf 6-Loch-Platten kultiviert und anschließend mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an Doxycyclin (DOX) induziert. Nach 72 h Induktion wurden die Zellmedium-Überstände 
entnommen, die Zellen lysiert und die Überstände, Lysate entweder durch ELISA oder SDS-PAGE mit 
anschließendem Westernblot analysiert. A) Vergleich Lysat und Zellmedium: Westernblot von Lysat und Medium. 
Im Lysat befindet sich eine höhere Konzentration von SNAP-YFP-Zytokin als im Medium. Im Medium wird nur 
wenig sezerniertes Fusions-Zytokin detektiert. B) Nach Konzentrierung des Mediums: Die Induktion erfolgte in 
Indikator- und FKS-freiem Medium. Nach der Induktionsphase wurde das Medium konzentriert und anschließend 
analysiert. hisSNAP-YFP-hOSM ist nun deutlich nachweisbar. Das Maximum des Signals nach Induktion liegt bei ca. 
50-75 ng/mL DOX. C) Analyse des Zellmediums (hisSNAP-YFP-hOSM) per ELISA: Als Referenz diente eine 
Konzentrationsreihe mit hisSNAP-YFP. Der ELISA unterstützt den Befund der Westernblot-Analyse. 
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Abbildung 3.19 – His-tag-Reinigung von SNAP-YFP-Zytokin (hLIF, hOSM, hIL-6) aus HEK293-Expression:  
HEK293-Expressions-Zellen wurden auf 15-cm-Schalen in 15 mL FKS- und Indikator-freiem Medium mit 50 ng/mL 
Doxycyclin (DOX) induziert. Nach 72 h Induktion wurde das Zellmedium entnommen und über einen Vivaspin-20-
Konzentrator ca. 20x konzentriert und in Phosphatpuffer (0,1 M; pH 8) umgepuffert. Anschließend wurde mit einer 
Ni2+-NTA-Säule gereinigt. Die Elution erfolgte mit 250 mM Imidazol. Die Elutionsfraktionen wurden vereinigt und 
konzentriert. Nach einer SDS-PAGE wurde das Gel entweder A) per Coomassie-Färbung oder B) per Westernblot 
analysiert. Die Expression der SNAP-YFP-Zytokine resultiert aufgrund der Glycosylierung in Fusionsproteinen mit 
einer Größe von ca. 75 kD. Zu A): Durch die Sekretion ins Zellmedium wird der Anteil an Fremdproteinen reduziert 
Nach His-tag Reinigung sind keine Fremdproteine im Eluat mehr sichtbar. Zu B): Kaum Detektion von Spaltprodukt 
(hisSNAP-YFP) bei Expression von hisSNAP-YFP-hLIF. 
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Abbildung 3.20 – Stimulation von HepG2-Zellen mit SNAP-YFP-Zytokin (hIL-6 oder hOSM) aus HEK293-
Expression: HepG2-Zellen wurden kultiviert, 2 h in Medium ohne FKS inkubiert und max. 90 min mit 1 pmol/mL 
Fusions-Zytokin oder der entsprechenden Zytokin-Kontrolle stimuliert. Die Analyse der induzierten STAT3-
Phosphorylierung erfolgte nach SDS-PAGE durch Westernblot. Beide Fusions-Zytokine zeigen ein ähnliches Stimu-
lationsmuster wie die jeweiligen Positiv-Kontrollen hIL-6 bzw. hOSM. 
 
Stimulation von HepG2-Zellen mit hisSNAP-YFP-hIL-6 oder -hOSM aus HEK293-Zellen 
Nach Expression und Reinigung der SNAP-YFP-Zytokine wurde das Stimulationspotential 
dieser Fusionsproteine mit der entsprechenden Zytokin-Kontrolle verglichen, um eventuelle 
Effekte der nun vorhandenen Glykosylierung auszuschließen. Wie aus Abb. 3.20 ersichtlich 
lassen sich keine nennenswerten Unterschiede in der STAT3-Phosphorylierung nach Stimulation 
von HepG2-Zellen identifizieren. Sowohl hisSNAP-YFP-hIL-6 als auch hisSNAP-YFP-hOSM 
zeigen ein ähnliches zeitabhängiges Stimulationsmuster wie die jeweiligen Positiv-Kontrollen 
hIL-6 bzw. hOSM. Geringfügige Unterschiede beruhen höchstwahrscheinlich auf Konzentra-
tionsabweichungen (Zytokinkonzentration bei Stimulation oder STAT3-Konzentration in 
Lysaten). 
3.3.3 Immobilisierung von SNAP-YFP-Zytokinen an Agarose-beads 
Die zusätzlich im Fusions-Zytokin vorhandene SNAP-Domäne behindert nicht die biologische 
Funktion der Zytokine, da sie ebenso wie untersuchte Positivkontrollen eine STAT3-
Phosphorylierung in HepG2-Zellen induzieren (Kapitel 3.3.1 und 3.3.2). Aufgrund ihrer unein-
geschränkten Bioaktivität sollten die SNAP-YFP-Zytokine nun an eine Modelloberfläche gekup-
pelt werden, um eine anschließende sorgfältige Untersuchung der Unterschiede zwischen der 
Signaltransduktion durch immobilisiertes und lösliches Zytokin zu ermöglichen.  
In einem ersten Schritt wurde daher die Reaktion zwischen SNAP-tag und Benzylguanin über-
prüft. Käuflich erhältliche Benzylguanin-funktionalisierte Agarose-beads dienten als Trägerma-
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trix für die SNAP-YFP-Zytokine, um die notwendige Ausstattung der Oberfläche mit der benö-
tigten Verknüpfungs-Gruppe zu gewährleisten. Die beads wurden mit E. coli-Lysaten, welche 
entweder hisYFP-hIL-6 oder hisSNAP-YFP-hIL-6 enthielten, inkubiert und anschließend mittels 
konfokaler Mikroskopie analysiert (Abb. 3.21). Bei einer Laser-Intensität von 1 % sind im An-
satz mit YFP-hIL-6 keine fluoreszierenden beads erkennbar. Dagegen werden im Ansatz mit 
hisSNAP-YFP-hIL-6 Partikel mit einer starken Fluoreszenz detektiert. Bei einer Erhöhung der 
Laser-Intensität werden auch im YFP-hIL-6-Ansatz Partikel sichtbar. Jedoch ist deren Leucht-
intensität, selbst bei achtfach höherer Laser-Leistung, weiterhin deutlich schwächer als die der 
Partikel im SNAP-YFP-hIL-6-Ansatz. Dieses Resultat deutet auf eine, aufgrund des SNAP-tags, 
spezifische Immobilisierung von hisSNAP-YFP-hIL-6 an die Agarose-Partikel hin. Allerdings 
verdeutlicht Abb. 3.21 auch Nachteile der Agarose-beads. Beispielsweise erscheint die bead-
Oberfläche relativ porös. Zusätzlich besitzen die Partikel neben einer unerwünschten Größe von 
bis zu 100 µm eine breite Größenverteilung. Da diese Faktoren die Durchführbarkeit von Stimu-
lationsversuchen (Kapitel 3.4.1) unter Einhaltung konstanter Versuchsbedingungen beeinträch-
tigt hätten, wurden im weiteren Verlauf anstatt der Agarose-beads kleinere magnetische Partikel 
aus einem Styrol-Maleinsäure-Copolymerisat (Micromer®-M PEG-COOH-beads) verwendet. 
 
Abbildung 3.21 – Immobilisierung  von hisSNAP-YFP-hIL-6 an Benzylguanin-funktionalisierte Agarose-beads:  
25 µL bead-Suspension wurden mit 100 µL Lysat (hisSNAP-YFP-hIL-6 oder hisYFP-hIL-6) vermischt und die Ansätze 
für 20 h bei 4°C auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die beads mit einem 
konfokalen laser scanning Mikroskop analysiert (Anregung 514 nm; YFP-Filter; Laserintensität variabel). Beads 
inkubiert mit hisSNAP-YFP-hIL-6 zeigen eine intensive Fluoreszenz, während der Ansatz mit hisYFP-IL-6 nicht 
fluoresziert. Erst bei gesteigerter Laserleistung werden auch dort beads sichtbar. Diese fluoreszieren aber weiter-
hin deutlich schwächer als SNAP-YFP-hIL-6-Partikel. 
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3.3.4 Kupplung von SNAP-YFP-Zytokinen an micromer®-M PEG-COOH-beads 
Aufgrund der Größe der Agarose-beads von bis zu 100 µm und den beschriebenen Eigenschaf-
ten (Kapitel 3.3.3) wurden für die weiteren Immobilisierungsexperimente Partikel aus einem 
Styrol-Maleinsäure-Copolymerisat verwendet. Diese micromer®-M PEG-COOH-beads sind 
magnetisch, haben einen Durchmesser von 3 µm und besitzen eine Carboxyl-Gruppe auf ihrer 
Oberfläche. Die Carboxyl-Gruppe ermöglichte eine Funktionalisierung mit PEGyliertem 
Benzylguanin (BG) mittels Carbodiimid-Chemie. Die Analyse der BG-beads als auch der im 
Anschluss modifizierten SNAP-YFP-Zytokin-beads erfolgte durch Durchflusszytometrie 
(FACS) (Abb. 3.22) oder laser scanning Mikroskopie (Abb. 3.23).  
In den Diagrammen der Durchflusszytometrie (Abb. 3.22 A, linker Teil) sind drei Subpopulatio-
nen an beads erkennbar. Da Population P1 (rot in Abbildung) den größten Anteil ausmacht, wird 
 
 
Abbildung 3.22 – Durchflusszytometrie (FACS) nach Immobilisierungs-Versuch mit Micromer®-M-beads: 
Micromer®-M PEG-COOH-beads (Ø 3 µm) wurden mittels EDC/NHS-Chemie aktiviert und mit Benzylguanin (BG) 
abreagiert. Im Anschluss wurden die BG-funktionalisierten Partikel mit hisSNAP-YFP-Zytokin oder hisYFP-Zytokin  
(1 µM) für 16 h bei 4°C inkubiert. Als Kontrolle fungierte eine Inkubation nichtfunktionalisierter beads mit hisSNAP-
YFP-Zytokin. Nach der Kupplung wurden die Partikel per FACS auf YFP-Fluoreszenz untersucht (FITC-Filter; Refe-
renz: BG-beads ohne Protein-Inkubation). A) Die FACS-Diagramme verdeutlichen das Vorhandensein von drei 
Populationen (P1, P2, P3) aufgrund einer bead-Aggregation. Im Vergleich zu BG-beads erfolgt bei Messungen von 
SNAP-YFP-Zytokin-modifizierten Partikeln eine Verschiebung der Fluoreszenzintensität, wobei die Populationen 
weiterhin getrennt bleiben. B) Vergleichende Darstellung der Fluoreszenzintensitäten von P1 nach Inkubation von 
beads ohne oder mit Benzylguanin (BG) mit SNAP-YFP- bzw. YFP-Zytokinen. Ansätze mit SNAP-YFP-Zytokinen und 
BG-beads zeigen die höchsten Fluoreszenzwerte. 
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Abbildung 3.23 – Konfokale Mikroskopie nach Immobilisierungs-Versuch: Micromer®-M PEG-COOH-beads  
(Ø 3 µm) wurden wie in Abb. 3.22 mit Fusions-Zytokin (1 µM) modifiziert. Im Anschluss wurden die modifizierten 
Partikel mit einem konfokalen laser scanning Mikroskop analysiert (Anregung 514 nm; YFP-Filter; Laserintensität 
2%). Ansätze mit YFP-Zytokin leuchten nur schwach, während BG-beads inkubiert mit SNAP-YFP-Zytokin eine 
intensive Fluoreszenz zeigen. Die beads sind als fluoreszierende Ringe sichtbar. In Kontroll-Ansätzen sind bei 
gesteigerter Laserleistung und doppelter Proteinkonzentration keine beads sichtbar. 
 
angenommen, dass sie den Anteil an nicht aggregierten Einzelpartikeln repräsentiert, während 
die anderen Populationen Aggregate unterschiedlichen Ausmaßes verkörpern. Diese Verteilung 
der Gesamtpopulation auf drei Subpopulationen wird durch die Protein-Immobilisierung nicht 
sonderlich beeinflusst. Bei Betrachtung des FITC-Kanals (Abb. 3.22 A, rechter Teil), welcher 
die YFP-Fluoreszenz repräsentiert, zeigen BG-modifizierte beads (BG-beads) so gut wie keine 
Fluoreszenz. Auch sind die Subpopulationen nicht zu unterscheiden. Dagegen ist bei den Mes-
sungen mit SNAP-YFP-Zytokin eine Verschiebung in der Fluoreszenzintensität erkennbar. Die 
verschiedenen Subpopulationen sind weiterhin klar voneinander getrennt und zeigen deutliche 
Unterschiede in ihrer mittleren Fluoreszenzintensität. Während P1 im FITC-Kanal eine schmale 
Spannbreite mit dem niedrigsten Fluoreszenz-Wert besitzt, sind bei P3 eine breitere Verteilung 
und der größte Wert zu verzeichnen. Die breitere Verteilung und die damit korrelierende stärkere 
Fluoreszenz beruhen auf der uneinheitlichen Größe der hier vorzufindenden bead-Aggregate. 
Diese undefinierten Aggregate beeinflussen, bei einer möglichen Veränderung der Aggregation, 
maßgeblich die mittlere Fluoreszenzintensität der Gesamtpopulation an beads und somit eine 
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Vergleichbarkeit nachfolgender Messungen (siehe auch Abb. 3.24 mit Erläuterung). Aus diesem 
Grunde werden in Abb. 3.22 B nur die Messwerte der P1-Population berücksichtigt.  
Abb. 3.22 B zeigt exemplarisch das Resultat eines Immobilisierungs-Versuches mit YFP-
Zytokinen ohne bzw. mit SNAP-tag und BG-beads. Als Kontrolle dienten beads ohne BG. Die 
Partikel ohne BG auf der Oberfläche zeigen kaum Affinität zu SNAP-YFP-Zytokinen. Auch BG-
beads zeigen lediglich eine leicht gesteigerte Affinität zum Zytokin, wenn diesem der SNAP-tag 
fehlt. Sobald jedoch der SNAP-tag im Fusions-Zytokin vorhanden ist und sich Benzylguanin auf 
der bead-Oberfläche befindet, wird ein starker Anstieg in der Fluoreszenz verzeichnet (siehe 
auch Abb. 3.22 A).  
Dieses Ergebnis wird durch die mikroskopische Analyse bestätigt (Abb. 3.23). Partikel ohne BG, 
inkubiert mit SNAP-YFP-Zytokin, und unbehandelte BG-beads sind selbst bei erhöhter Laser-
Leistung nicht erkennbar. Auch BG-beads mit YFP-Zytokin sind kaum sichtbar. Dagegen sind 
BG-beads aus den Ansätzen mit SNAP-YFP-Zytokin sehr deutlich als Ringe zu erkennen. Die 
hier gewonnenen Befunde decken sich mit den Resultaten der Agarose-beads-Immobilisierung 
(Abb. 3.21). 
Tabelle 3.1: Gesamtfluoreszenz und mittlere Fluoreszenz der Subpopulationen (P1,2,3) von Zytokin-Partikeln nach 
der Kupplung. Die Werte in Klammern repräsentieren die Anzal der Partikel in Relation (%) zur Gesamtanzahl. 
Probe Gesamtfluoreszenz P1 P2 P3 
SNAP-hOSM-beads 5465  (100) 
3751  
(73,7) 
7953  
(17,1) 
17065  
(7,6) 
SNAP-hIL-6-beads 2114  (100) 
1711  
(86,4) 
3881 
 (8,8) 
9407  
(2,3) 
 
In Abb. 3.24 sind die FACS-Daten einer Untersuchung von SNAP-YFP-Zytokin-beads nach 
verschiedenen Waschschritten, die im Anschluss an ein Kupplungs-Experiment erfolgten, darge-
stellt. Nach erfolgter Immobilisierung wurden die Zytokin-Partikel über einen Zeitraum von 72 h 
mehrmals gewaschen, um unspezifisch gebundene Zytokine zu entfernen. Die Betrachtung der 
mittleren Fluoreszenz der Gesamtpopulation (Abb. 3.24 A) verdeutlicht eine Abnahme in der 
Fluoreszenzintensität um ca. 15-20 % (hIL-6- bzw. hOSM-beads) durch die Waschschritte. 
Allerdings verändert sich durch die einzelnen Waschschritte ebenfalls die prozentuale Zusam-
mensetzung der Gesamtpopulation (Abb. 3.24 B1/2). Während P1 prozentual ansteigt, nehmen 
P2 und P3 stetig ab. Die bereits in Abb. 3.22 erwähnte Aggregation von Partikeln (P2 und P3) 
wird anscheinend durch das Waschen beeinflusst. Da aggregierte beads (P2 und P3) einen deut-
lich höheren mittleren Fluoreszenzwert als Einzelpartikel (P1) besitzen (siehe Beispiel in  
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Tabelle 3.1), bestimmen sie in erheblichem Maße die mittlere Fluoreszenzintensität der Gesamt-
population (nachfolgend auch als Gesamtfluoreszenz bezeichnet). Die Gesamtfluoreszenz be-
rechnet sich aus den Beiträgen der Subpopulationen und ist abhängig von der jeweiligen Anzahl 
der Partikel und deren mittleren Fluoreszenzintensität. 
 
Abbildung 3.24 – FACS-Analyse der verschiedenen Waschschritte: Nach der Kupplungsreaktion mit Fusions-
Zytokinen (1 µM) wurden die beads in unterschiedlichen Puffern ü. N. bei 4°C gewaschen (24 & 48 h: PBS + 0,05 % 
Tween20 + 2 % BSA; 72 h: Phosphatpuffer 0,1 M + 2 % BSA). Im Anschluss erfolgte eine FACS-Analyse der unter-
schiedlichen Waschritte (YFP-Fluoreszenz mit FITC-Filter). A) Abnahme der Gesamtfluoreszenz (in %) nach dem 
Waschen. B) Veränderung der prozentualen Zusammensetzung der Gesamtpopulation durch das Waschen: Der 
Anteil an der Gesamtpopulation von P1 an der wird größer, während die Anteile von P2 und P3 abnehmen.  
C) Veränderung der Gesamtfluoreszenz von hOSM-beads nach den einzelnen Waschritten: Die Prozentangaben 
verdeutlichen den Anteil der Subpopulationen an der Gesamtfluoreszenz. Die Gesamtfluoreszenz sinkt aufgrund 
einer Verringerung der Beiträge von P2 und P3 infolge der veränderten prozentualen Zusammensetzung der 
Gesamtpopulation durch das Waschen (weitere Erklärung siehe Text). D) Fluoreszenz-Intensität der Subpopulati-
on P1 nach dem Waschen: Trotz der verschiedenen Waschschritte wird keine Abnahme in der Intensität bei SNAP-
Zytokin-beads detektiert.  
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Deshalb kann eine Veränderung der Gesamtfluoreszenz auf drei Arten erfolgen: a) Die prozentu-
ale Zusammensetzung der Gesamtpopulation bleibt konstant (d.h. keine Veränderung in der 
Partikel-Anzahl in den Subpopulationen), aber die mittlere Fluoreszenzintensität der Subpopula-
tionen verändert sich (durch Abwaschen von YFP-Zytokin von der bead-Oberfläche); b) Die 
prozentuale Zusammensetzung ändert sich (durch Auflösung von Aggregaten beim Waschen) 
und die Fluoreszenzintensität bleibt konstant; c) Beide Parameter variieren im Verlaufe des 
Waschprozesses. Als Resultat verändert sich in jedem Fall der Anteil der jeweiligen Subpopula-
tion an der Gesamtfluoreszenz. Dies wird in Abb. 3.24 C beispielhaft für die OSM-beads ver-
deutlicht, deren prozentuale Zusammensetzung während des Waschvorganges wie erwähnt 
deutlich variiert (Abb. 3.24 B1). Während direkt nach der Kupplung der Anteil von P1 an der 
Gesamtfluoreszenz nur knapp 51 % beträgt, sind es nach dem Waschen 78 %. Dagegen sinken 
die Anteile von P2 und P3 von 25 bzw. 24 % auf 13 bzw. 8 %. Die Gesamtfluoreszenz nimmt 
deshalb scheinbar durch den Waschvorgang ab, obwohl sich de facto die prozentualen Verhält-
nisse in der Gesamtpopulation ändern. 
Vor diesem Hintergrund erscheint die Beurteilung eines Immobilisierung-Experimentes anhand 
der Gesamtfluoreszenz als denkbar ungeeignet. Es empfiehlt sich daher ausschließlich die Be-
trachtung der P1-Subpopulation (Abb. 3.24 D). Obwohl über einen Zeitraum von 72 h mit ver-
schiedenen Waschpuffer-Bedingungen gewaschen wurde, sind diese Werte konstant und es lässt 
sich keine Abnahme gegenüber der Messung, welche direkt nach der Kupplung erfolgte, ver-
zeichnen. Diese Feststellung gilt sowohl für SNAP-YFP-hOSM- als auch für SNAP-YFP-hIL-6-
beads. Dagegen lässt sich bei den YFP-hIL-6-beads eine stetig leichte Abnahme in der Fluores-
zenzintensität beobachten, da höchstwahrscheinlich unspezifisch gebundenes Zytokin von der 
Partikel-Oberfläche gewaschen wurde. Dennoch verblieben ca. 65 % des hisYFP-hIL-6 auf der 
Oberfläche. Bei hisYFP-hOSM waren es sogar 90 %, die nicht von den beads gewaschen werden 
konnten. Somit bleibt festzuhalten, dass einmal unspezifisch gebundenes Zytokin, trotz längerem 
und wiederholtem Waschen, nicht mehr vollständig von der bead-Oberfläche entfernt  werden 
kann. Allerdings sind die gemessenen Werte von YFP-Zytokin im Vergleich zu denen von 
SNAP-YFP-Zytokin deutlich geringer. Diese Beobachtung wurde bereits für Abb. 3.22 beschrie-
ben (siehe auch Abb. 3.25). Aufgrund der stärkeren Fluoreszenzintensität und deren Konstanz 
beim Waschen ist davon auszugehen, dass die SNAP-YFP-Zytokine ortsgerichtet und kovalent 
auf der Oberfläche der BG-beads immobilisiert wurden. Diese Annahme wird in einem späteren 
Abschnitt bestätigt (Kapitel 3.3.6). 
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3.3.5 Charakterisierung der SNAP-tag Immobilisierungsreaktion 
Konzentration  
In Abb. 3.25 ist die Abhängigkeit der Kupplungsreaktion von der Zytokin-Konzentration darge-
stellt. Eine Verringerung der Konzentration bewirkt eine deutliche Abnahme in der Fluoreszenz-
intensität. Eine Konzentration von 1 µM hisSNAP-YFP-hIL-6 besitzt allerdings noch 75 % des 
Wertes, welcher mit 2 µM erzielt wird. Daher scheint dies eine geeignete Konzentration für die 
beschriebene Immobilisierungstechnik, wenn eine möglichst effiziente Ausbeute 
(Edukt/Produkt) erzielt werden soll. Die Hälfte dieser Konzentration (0,5 µM hisSNAP-YFP-
hIL-6) bewirkt bereits ein Drittel der maximal gemessenen Intensität. Dieser Wert ist deutlich 
höher als bei unspezifischer Bindung in Gegenwart von 2 µM hisYFP-hIL-6. Die verwendete 
Immobilisierungsstrategie erscheint somit als eine effiziente Methode zur spezifischen Anbin-
dung von IL-6-Typ-Zytokinen auf die bead-Oberfläche. 
 
Abbildung 3.25 – Abhängigkeit der Immobilisierung von der Zytokin-Konzentration: BG-funktionalisierte 
Micromer®-M PEG-COOH-beads wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von hisSNAP-YFP-hIL-6 inkubiert 
(16 h; 4°C). Anschließend wurden die Partikel per FACS auf YFP-Fluoreszenz untersucht (FITC-Filter). Es wird eine 
deutliche Abnahme der Fluoreszenzintensität bei Reduktion der hisSNAP-YFP-hIL-6-Konzentration detektiert. Die 
Kupplung ist spezifisch, da im Vergleich mit 2 µM YFP-hIL-6 alle Kupplungsexperimente mit hisSNAP-YFP-hIL-6 
höhere Werte erreichen (gezeigte Daten sind ein Mittelwert aus zwei Wiederholungen). 
 
Kinetik  
In Abb. 3.26 wird die Zunahme von hisSNAP-YFP-hOSM auf der Partikel-Oberfläche in Ab-
hängigkeit von der Dauer der Kupplungs-Inkubation dargestellt. Zu den jeweiligen Zeitpunkten 
wurde eine Probe aus dem Ansatz entnommen und analysiert. Neben YFP wurde ebenfalls  
hOSM durch Verwendung eines Phycoerythrin (PE)-konjugierten hOSM-Antikörpers auf der 
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Partikel-Oberfläche detektiert. Sowohl die Werte für YFP- als auch PE-Fluoreszenz steigen in 
gleichem Maße an. Nach 30 min werden bereits ca. 30 % des 20 h-Wertes erreicht. Nach 6 h sind 
es bereits 70 %. Daher scheinen 6 h für eine effiziente Kupplung von hisSNAP-YFP-hOSM an 
die BG-bead-Oberfläche auszureichen. Eine Verlängerung der Inkubation um weitere 14 h ist 
aufgrund der relativ geringfügig gesteigerten Fluoreszenzintensität von 30 % nicht unbedingt 
notwendig. Für eine abschließende Beurteilung der Kupplungsausbeute fehlen allerdings Werte 
zwischen den Zeitpunkten 6 und 20 h. Nachfolgende Kupplungs-Ansätze wurden für 16 h 
inkubiert, da eine möglichst maximale Beladung der Partikel-Oberfläche erreicht werden sollte. 
 
Abbildung 3.26 – Kinetik der Immobilisierungsreaktion von hisSNAP-YFP-hOSM: BG-funktionalisierte Micromer®-
M PEG-COOH-beads wurden mit hisSNAP-YFP-hOSM (0,8 µM) bei 4°C inkubiert. Zu gezeigten Zeitpunkten wurden 
Proben entnommen und per FACS analysiert. Neben YFP (FITC-Filter) wurde mittels eines Phycoerythrin(PE)-
konjugierten hOSM-Antikörpers ebenfalls auch hOSM auf der bead-Oberfläche analysiert (PE-Filter). Eine effiziente 
Immobilisierung benötigt eine Inkubationsdauer von mehr als 6 h.  
 
Stabilität 
Für den Einsatz der Zytokin-beads in Zell-Stimulationsexperimenten bedurfte es einer Untersu-
chung der Stabilität dieser beads unter Stimulationsbedingungen. Aus diesem Grunde wurde die 
zum Einsatz kommende Menge an hOSM-beads in dem benötigtem Volumen an Zellkulturme-
dium aufgenommen und die Ansätze bei 37°C inkubiert. Zur Erfassung des intakten hisSNAP-
YFP-hOSM oder dessen möglicher Degradation aufgrund der Inkubationsbedingungen wurde 
neben YFP ebenfalls hOSM mittels eines PE-konjugierten Antikörpers detektiert. In Abb. 3.27 A 
ist die Veränderung der Fluoreszenz im FITC- sowie im PE-Kanal über die Zeit dokumentiert. 
Die Werte beider Kanäle erscheinen über einen Zeitraum von 6 h weitgehend konstant. Im FITC-
Kanal (YFP-Detektion) ist ein geringfügiger Abwärtstrend zu erkennen. Dagegen sind die Werte 
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des PE-Kanals konstant. Insgesamt lässt sich ein mittlerer Verlust von ca. 4 % bestimmen (Stan-
dardabweichung ca. 2 %). Dieser könnte allerdings ebenso auf Messungenauigkeiten beruhen – 
bei Mehrfach-Messungen einer Charge fluoreszierender Partikel wurde eine Standardabwei-
chung von ca. 4 % ermittelt – als auf einen tatsächlichen Verlust von hisSNAP-YFP-hOSM. Im 
Detail betrachtet wird lediglich eine geringe Abnahme in beiden Kanälen innerhalb der ersten 30 
min deutlich. Dieser Wert verändert sich ab dann lediglich geringfügig, selbst bei einer längeren 
Inkubationszeit von 26 h (Abb. 3.27 B). 
 
Abbildung 3.27 – Stabilität der Immobilisierung: hOSM-beads wurden in 500 µL Zellkulturmedium bei 37°C gela-
gert und im Anschluss per FACS analysiert (FITC- und PE-Filter). A) Sowohl im FITC- als auch PE-Kanal bleiben die 
Werte über einen Zeitraum von 6 h weitgehend konstant (Mittelwerte aus zwei Wiederholungen). B) Auch eine 
Inkubation bis zu 26 h bewirkt keine nennenswerte Abnahme der Fluoreszenzintensität. 
 
3.3.6 Überprüfung der ortsgerichteten Immobilisierung 
Nachdem eine effiziente und stabile Verknüpfung der SNAP-YFP-Zytokine mit einer 
Benzylguanin-modifizierten Modelloberfläche nachgewiesen werden konnte, sollte anschließend 
die tatsächliche Ortsspezifität dieser Kupplungsreaktion untersucht werden. Zu diesem Zweck 
wurde bei der Konstruktion der Fusions-Zytokine zwischen SNAP-Domäne und YFP-Zytokin 
eine Protease-Schnittstelle (Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) eingebaut. Die Enterokinase erkennt diese 
Sequenz und spaltet die nachfolgende Peptidbindung. Dadurch zerfällt das ursprüngliche Protein 
in zwei Hälften. Diese Spaltungsreaktion diente zur Überprüfung, ob die immobilisierten SNAP-
YFP-Zytokine tatsächlich ortsspezifisch über den SNAP-tag an die Oberfläche gekuppelt wur-
den. Bei einer ortsspezifischen Anbindung sollte eine Spaltung zwischen SNAP-tag und YFP-
Zytokin durch die Enterokinase einen Verlust der Fluoreszenz auf der bead-Oberfläche bewir-
ken, da theoretisch nur die SNAP-Domäne auf der Oberfläche verbleibt (Abb. 3.28). 
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Abbildung 3.28 – Schematische Darstellung der Enterokinase-Behandlung von SNAP-YFP-Zytokin-beads: Eine 
Enterokinaseschnittstelle befindet sich zwischen SNAP-tag und YFP-Zytokin. Bei ortsspezifischer Immobilisierung 
über den N-Terminus des Fusions-Zytokins entfernt die Enterokinase jegliche Fluoreszenz (YFP oder PE) von der 
Oberfläche der beads (BG-bead= bead mit Benzylguanin-Modifikation; SNAP= SNAP-tag; EK= Enterokinase-
Erkennungssequenz; YFP= yellow fluorescent protein; PE= Phycoerythrin).  
 
Abb. 3.29 A spiegelt die mikroskopische Analyse von Zytokin-Partikeln nach Behandlung mit 
Enterokinase wider. Ansätze ohne Enterokinase zeigen eine deutliche Fluoreszenz und die beads 
erscheinen in ihrer typischen Ringform. Nach Inkubation mit Enterokinase sind die hIL-6-beads 
kaum noch sichtbar. Dagegen sind die hOSM-beads weiterhin zu erkennen, zeigen aber dennoch 
eine geringere Fluoreszenzintensität. Das führt zu der Vermutung, dass die Enterokinase-
Behandlung für beide Zytokin-beads erfolgreich war und in einer Abspaltung von YFP-Zytokin 
resultierte, jedoch aufgrund der höheren Fluoreszenzdichte bei den hOSM-beads weiterhin ein 
gewisser Teil an YFP-hOSM auf der Oberfläche verbleibt. Abb. 3.29 B bestätigt diese Vermu-
tung. Hier ist die Auswertung der FACS-Analyse (YFP im FITC-Kanal) in Absolut-Werten 
dargestellt. Es wird deutlich, dass die hOSM-bead ohne Enterokinase-Behandlung ca. die dop-
pelte Fluoreszenzintensität wie die hIL-6-beads besitzen. Nach Inkubation mit Enterokinase 
sinkt der Wert auf knapp 35 % des Ursprungswertes und entspricht damit ungefähr dem Ur-
sprungswert der hIL-6-beads. Bei den hIL-6-Partikeln sinkt der Ursprungswert durch die 
Enterokinase-Spaltung dagegen um ca. 85 %. Die verbleibende Fluoreszenz könnte bei beiden 
bead-Anätzen (hOSM und hIL-6) auf unspezifisch gebundenes Zytokin und/oder eine unvoll-
ständige Enterokinase-Reaktion zurückzuführen sein.  
Die Enterokinase-Reaktion lässt sich mit Hilfe der Durchflusszytometrie detaillierter und objek-
tiver auswerten und beurteilen als durch die konfokale Mikroskopie. Abb. 3.29 C zeigt deshalb 
die Zusammenfassung mehrerer Enterokinase-Experimente analysiert mittels 
Durchflusszytometrie. Neben YFP (FITC-Kanal) wurde zusätzlich durch Verwendung eines PE-
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konjugierten Antikörpers das Zytokin detektiert. Sowohl für die hOSM-beads als auch die hIL-6-
beads lässt sich in beiden Kanälen nach Enterokinase-Behandlung eine Reduktion der gebunde-
nen Zytokinmenge um ca. 80 % feststellen. 
Diese Tatsache als auch die geringe Bindung von Zytokin ohne SNAP-Domäne (Abb. 3.22 B; 
3.24 D und 3.25), sind eindeutige Indizien dafür, dass SNAP-YFP-Zytokin effizient und ortsspe-
zifisch über den SNAP-tag auf die Benzylguanin-modifizierte Oberfläche der Partikel immobili-
siert wurde. 
 
Abbildung 3.29 – Analyse von SNAP-YFP-Zytokin-beads nach Enterokinase-Behandlung: SNAP-YFP-Zytokin-beads 
wurden in 50 µL Enterokinase-Lösung (1 U Enterokinase) resuspendiert und 16 h bei RT gelagert. Als Kontrolle 
diente eine Lagerung ohne Enterokinase. Im Anschluss wurden die behandelten beads mittels konfokaler Mikro-
skopie oder per Durchflusszytometrie (FACS) analysiert. A) Mikroskopische Analyse (Anregung 514 nm; YFP-
Filter): Die YFP-Fluoreszenz auf der Partikel-Oberfläche sinkt durch die Enterokinase-Behandlung. B) FACS-Analyse 
(YFP im FITC-Kanal) der beads von A: Die FACS-Analyse ermittelt eine Restfluoreszenz von 15 bzw. 35 % (hIL-6 -
bzw. hOSM-beads) auf der Partikel-Oberfläche. C) Zusammenfassung mehrerer Enterokinase-Versuche nach 
FACS-Analyse: Neben der YFP-Fluoreszenz (FITC-Kanal; 12 Wiederholungen) wurde ebenfalls die Zytokin-
Komponente im Fusions-Zytokin mittels eines PE-konjugiertem Antikörper erfasst (PE-Kanal; 7 Wiederholungen). 
Hierzu wurden die Partikel nach der Enterokinase-Behandlung mit dem jeweiligen Antikörper behandelt und 
anschließend beide Fluoreszenzen analysiert. Die FACS-Analyse ergibt für beide Zytokine und beide Kanäle nach 
der Enterokinase-Behandlung eine Reduktion in der Fluoreszenz von ca. 80 %.  
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3.3.7 Immobilisierung auf Deckgläsern für die Mikroskopie 
Neben einer Kupplung der SNAP-YFP-Zytokine auf einer sphärischen Partikel-Oberfläche, ist 
der Einsatz dieser Immobilisierungsstrategie für größere, planare Oberflächen wie z. B. Deckglä-
ser für die Mikroskopie vorstellbar. Zu diesem Zweck wurden in Kooperation mit dem Deut-
schen Wollforschungsinstitut (DWI) die Oberflächen von Deckgläsern (Ø 15 mm) 
aminosilanisiert und mittels Spin-Coating eine dünne Schicht an BG-funktionalisiertem 
Polyethylenglycol (PEG) aufgetragen (Abb. 3.30 A). Die so modifizierten Deckgläser wurden 
dann mit hisSNAP-YFP-hOSM oder hisYFP-hOSM inkubiert. Nur im Ansatz mit hisSNAP-
YFP-hOSM wird eine Fluoreszenz detektiert (Abb. 3.30 B). In einem ähnlichen Experiment mit 
hisSNAP-YFP oder hisYFP diente die Inkubation von hisSNAP-YFP auf einer unmodifizierten 
Glasoberfläche (kein BG) als zusätzliche Kontrolle (Abb. 3.30 C). Auch in diesem Versuch lässt 
sich nur Fluoreszenz nachweisen, wenn die Oberfläche mit BG ausgestattet wurde und das Pro-
tein den SNAP-tag besitzt.  
Die genutzte Kupplungsreaktion zwischen der SNAP-Domäne eines Fusions-Zytokins und 
Benzylguanin ist, unabhängig von der Größe und Beschaffenheit der Materialoberfläche, hoch-
affin und vermittelt eine ortsgerichtete Immobilisierung der SNAP-YFP-Zytokine. 
3.4 Stimulationsexperimente mit immobilisierten SNAP-YFP-Zytokinen 
3.4.1 Westernblot-Analyse der induzierten STAT3- und ERK-Phosphorylierung  
durch Zytokin-beads 
In der Regel induzieren IL-6-Typ-Zytokine eine Rezeptordimerisierung, welche im Anschluss 
intrazelluläre Signalkaskaden (STAT3 und MAPK) aktiviert. Eine derartige Aktivierung ge-
schieht durch Phosphorylierung bestimmter Tyrosin-Reste im zytoplasmatischen Signalüberträ-
ger. Sie lässt sich durch Antikörper per Westernblot-Analyse spezifisch detektieren. Nach erfolg-
ter ortsspezifischer Immobilisierung der SNAP-YFP-Zytokine wurden diese Präparate zur Sti-
mulation von Zellen eingesetzt und die resultierende STAT3-Phosphorylierung analysiert. Diese 
Analyse sollte aufklären, ob immobilisierte IL-6-Typ-Zytokine ebenfalls eine Aktivierung intra-
zellulärer Signalproteine bewirken und ob generell Unterschiede in der Signaltransduktion durch 
immobilisiertes oder lösliches Zytokin bestehen. Vornehmlich wurden beads mit SNAP-YFP-
hIL-6 oder SNAP-YFP-hOSM untersucht. 
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Abbildung 3.30 – Kupplung von SNAP-YFP-Proteinen auf Deckglas-Oberflächen: A) Schematische Darstellung der 
BG-Modifikation von Glas-Oberflächen für die Immobilisierung von SNAP-YFP-Proteinen: Die Glas-Oberfläche  
(Ø 15 mm) wurde aminosilanisiert und anschließend wurde per Rotations-Beschichtung eine Lösung aus 10 mg/mL 
NCO-sP(EO-stat-PO) Präpolymer (Mn = 12000 g/mol) (star-PEG) aufgebracht. Durch Tauchbeschichtung wurde 
danach die reaktive Oberfläche (NCO-Gruppen in rot) mit Benzylguanin funktionalisiert. B) Immobilisierung von 
hisSNAP-YFP-hOSM: Nach Befestigung selbstklebender Zellkammer-Einsätze auf einem Deckglas wurden die 
Kammern entweder mit einer hisSNAP-YFP-hOSM- oder hisYFP-hOSM-Lösung (1 µM) befüllt. Nach Inkubation  
(16 h; 4°C) und waschen mit Phosphatpuffer wurde das Deckglas mit einem Fluoreszenz-Scanner analysiert (Anre-
gung 488 nm; Detektion 500-540 nm BP-Filter). Nur Fusions-Zytokin mit dem SNAP-tag (hisSNAP-YFP-hOSM) wird 
auf der Glas-Oberfläche gebunden. C) Immobilisierung von hisSNAP-YFP: Ähnlicher Versuch wie B) mit SNAP-YFP 
auf gesamten Deckglas (Ø 15 mm). hisSNAP-YFP bindet auf der Glas-Oberfläche nur bei vorhandener BG-
Modifikation.  
 
Für erste Analysen wurden Zytokin-modifizierte Agarose-beads verwendet, da diese Partikel 
keine vorherige Funktionalisierung mit Benzylguanin und deshalb eine weniger aufwendige 
Kupplungs-Prozedur benötigten (siehe Kapitel 2.7.3). In Abb. 3.31 ist das Ergebnis einer Stimu-
lation von HepG2-Zellen durch hisSNAP-YFP-hIL-6 gekuppelt an Agarose-beads dargestellt. 
Die Negativkontrollen (ohne Stimulus, Puffer, Leer-beads) zeigen keine STAT3-
Phosphorylierung. Dagegen lässt sich mit der Positivkontrolle (hisYFP-hIL-6) eine starke Phos-
phorylierung detektieren, welche bei 20 min ihr Maximum besitzt und nach 60 min wieder abge-
schwächt ist. Die hIL-6-beads zeigen ebenfalls eine Aktivierung von STAT3. Allerdings weist 
das Signal nach 60 min weiterhin dieselbe Stärke wie nach 20 min auf. Es scheint im Stimulati-
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onsmuster einen Unterschied zwischen immobilisiertem hIL-6 und löslichem hIL-6 zu geben. 
Auch die Überstände einer bead-Lagerung generieren ein Phospho-STAT3-Signal. Selbst Über-
stände einer kurzen Einlagerung (60 min) von SNAP-YFP-hIL-6-beads bewirken eine ähnlich 
starke Phosphorylierung wie die SNAP-YFP-hIL-6-Partikel. Scheinbar wird hIL-6 von den 
Agarose-beads freigesetzt. Die unkontrollierte Freisetzung von Zytokin steht vermutlich im 
Zusammenhang mit ihrer relativ porösen Oberfläche (Kapitel 3.3.3, Abb. 3.21), da eventuell aus 
den Poren nicht spezifisch gebundenes hisSNAP-YFP-hIL-6 freigesetzt wird. 
 
Abbildung 3.31 – Stimulation von HepG2-Zellen mit SNAP-YFP-hIL-6 gekuppelt an Agarose-beads: HepG2-Zellen 
wurden kultiviert, 2 h in Medium ohne FKS inkubiert und max. 60 min mit hIL-6-beads oder Leer-beads (BG-beads 
ohne Zytokin) stimuliert. Außerdem wurden Zellen mit Überständen aus einer Lagerung (nach 144 h Ersatz durch 
frischen Puffer und erneute Inkubation für 1 h) der modifizierten beads in Phosphatpuffer (+ 0,02 % Tween20) 
stimuliert. Als Positiv-Kontrolle fungierte hisYFP-hIL-6 (1 pmol/mL). Als Negativ-Kontrollen dienten eine Stimulation 
mit Phosphatpuffer (20 min) und eine Inkubation von Zellen ohne weitere Zusätze. Die Analyse der induzierten 
STAT3-Phosphorylierung erfolgte nach SDS-PAGE durch Westernblot. Im Vergleich zu Leer-beads induzieren hIL-6-
Partikel eine STAT3-Phosphorylierung. Außerdem unterscheidet sich die Intensität der Phosphorylierung zwischen 
löslichem und immobilisiertem Zytokin nach 60 min. Allerdings wird ebenfalls eine STAT3-Phosphorylierung durch 
die Lagerungsüberstände induziert. 
 
Dieser Umstand sowie die breite Größenverteilung waren die hauptsächlichen Gründe für die 
Kupplung der SNAP-YFP-Zytokine an die Micromer®-M PEG-COOH-beads. Eine Kupplung an 
die Oberfläche dieser beads ist stabil (Abb. 3.27). Die Stabilität der Bindung wird durch Stimula-
tionsexperimente untermauert (Abb. 3.32). hIL-6-beads stimulieren HepG2-Zellen und bewirken 
im Vergleich zu frischen Überständen (Lagerung der modifizierten Partikel für 1 h) eine deutli-
che STAT3-Phosphorylierung (Abb. 3.32 A). Die Aktivität der Überstände ist nur geringfügig 
höher als die der Negativkontrollen. Im Vergleich zu hIL-6 zeigen die hIL-6-Partikel wiederum 
ein verändertes Stimulationsmuster, denn die Phosphorylierung von STAT3 ist nach 60 min 
stärker, während sie bei hIL-6 reduziert ist. Ein ähnliches Ergebnis liefert ein Stimulationsexpe-
riment mit hOSM-beads (Abb. 3.32 B). Die löslichen Zytokine hOSM und hisSNAP-YFP-
hOSM induzieren nach 25 min Stimulation die stärkste STAT3-Phosphorylierung, gefolgt von 
einer stetigen Abnahme der Signalintensität, welche nach 90 min fast das Niveau von 
unstimulierten Zellen erreicht (vergleiche Leer-beads). Zwar zeigt sich auch bei den hOSM-
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beads nach 90 min eine deutliche Reduktion der STAT3-Aktivierung, allerdings ist das Signal 
nach 60 min ähnlich stark wie nach 25 min. Die HepG-Zellen reagieren scheinbar verzögert und 
langanhaltender auf eine Stimulation mit beads. Überstände einer kurzzeitigen Inkubation  
(45 min) der Zytokin-Partikel in frischem Puffer bewirken dagegen keine Phosphorylierung von 
STAT3, konform mit dem Resultat, welches mit hIL-6-bead-Überständen erzielt wurde.  
 
Abbildung 3.32 – Stimulation von HepG2-Zellen mit SNAP-YFP-Zytokin gekuppelt an Micromer®-M-beads: 
HepG2-Zellen wurden kultiviert, 2 h in Medium ohne FKS inkubiert und max. 90 min mit SNAP-YFP-Zytokin-beads 
oder Leer-beads (BG-beads ohne Zytokin) stimuliert. Vor Stimulation wurden die Zytokin-Partikel in Zellmedium für 
max. 60 min gelagert und dieser Überstand ebenfalls zur Stimulation verwendet. Die Analyse der induzierten 
STAT3-Phosphorylierung erfolgte nach SDS-PAGE durch Westernblot. A) Stimulation mit hIL-6-beads: hIL-6-
Partikel (A und B) stammen aus unterschiedlichen Kupplungschargen. Als Positiv-Kontrolle fungierte hIL-6  
(1 pmol/mL). hIL-6-beads induzieren ein deutliches Phospho-STAT3-Signal. Die Überstände besitzen nur geringfügi-
ge Aktivität. Es bestehen Unterschiede im Stimulationsmuster in Relation zu hIL-6-Positiv-Kontrolle. B) Stimulation 
mit hOSM-beads: hOSM-Partikel (A und B) stammen aus unterschiedlichen Kupplungschargen. Als Positiv-
Kontrolle fungierten hOSM und hisSNAP-YFP-hOSM (1 pmol/mL). Eine Stimulation mit hOSM-beads ergibt ein 
vergleichbares Resultat wie mit hIL-6-beads. C) Stimulation mit Überständen nach Enterokinasebehandlung von 
hIL-6-beads: hIL-6-Partikel wurden in Enterokinase-Lösung (1 U Enterokinase) resuspendiert und 16 h bei RT 
gelagert. Als Kontrolle diente eine Lagerung ohne Enterokinase. Beads und Überstände nach der Inkubation wur-
den zur Stimulation eingesetzt. Die Überstände nach Enterokinase-Behandlung induzieren eine deutliche STAT3-
Phosphorylierung.  
 
Nach Inkubation von hIL-6-beads mit Enterokinase induzieren die Überstände eine deutliche 
STAT3-Aktivierung im Vergleich zu einer Inkubation ohne dieses Enzym (Abb. 3.32 C). Den-
noch bewirken hIL-6-beads mit bzw. ohne Enterokinase-Inkubation eine ähnliche STAT3-
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Phosphorylierung, vermutlich weil weiterhin ausreichend Zytokin auf der Oberfläche vorhanden 
ist (siehe beispielsweise hOSM-beads in Abb. 3.29 A und B). 
  
Abbildung 3.33 – Analyse der Stimulation von HepG2-Zellen mit hOSM-beads: HepG2-Zellen wurden kultiviert,  
2 h in Medium ohne FKS inkubiert und max. 90 min mit hOSM-beads, Leer-beads oder hOSM (1 pmol/mL) stimu-
liert. Vor Stimulation wurden die Zytokin-Partikel für 90 min in Zellmedium präinkubiert. Die Analyse der induzier-
ten STAT3- und ERK1/2-Phosphorylierung erfolgte nach SDS-PAGE durch Westernblot. A) Veränderung des 
Phosphorylierungssmusters von STAT3 und ERK nach Beschleunigung der hOSM-Partikel-Sedimentation durch 
einen Magneten: Nach Zugabe der hOSM-beads zum Zellmedium wurde die Zellkulturschale 10-20 s auf eine 
Magnetplatte gestellt. Eine Anwendung des Magneten bei der Stimulation mit hOSM-beads bewirkt ein ähnliches 
Phosphorylierungsmuster von STAT3 und ERK wie  die hOSM-Positiv-Kontrolle. B) Einfluss der hOSM-Dichte auf 
der bead-Oberfläche: HepG2-Zellen wurden mit hOSM-Partikeln stimuliert, die sich in ihrer PE-
Fluoreszenzintensität unterscheiden. hOSM-beads mit höherer PE-Fluoreszenz (rel. Maß für Menge an hOSM auf 
Partikel-Oberfläche) induzieren eine stärkere Phosphorylierung von STAT3 als Partikel mit geringerer Fluoreszenz.  
 
Die scheinbar unterschiedlichen Stimulationsmuster von Zytokin-Immobilisaten gegenüber 
löslichem Zytokin lassen sich mit der Art der Stimulation erklären. Während sich lösliches 
Zytokin direkt nach Zugabe im Stimulationsmedium verteilt und relativ schnell die HepG2-
Zellen erreicht, benötigen die Zytokin-Partikel höchstwahrscheinlich eine gewisse Zeitspanne, 
bevor sie sich gleichmäßig auf den Zellen abgesetzt haben und einen konstanten Stimulus gene-
rieren. Um eine dadurch bedingte Verzögerung in der STAT3-Phosphorylierung auszuschließen, 
wurde die Zellkulturschale direkt nach Zugabe und Verteilung der (magnetischen) hOSM-beads 
auf einen Magneten gestellt, um so einen beschleunigten Kontakt von HepG2-Zellen mit hOSM-
beads zu gewährleisten. Im Vergleich zur Stimulation ohne Magneten, zeigt sich ein anderes 
Stimulationsmuster, welches der hOSM-Kontrolle entspricht (Abb. 3.33). Die bisweilen beo-
bachtete stärkere STAT3-Phosphorylierung nach 60 min (Abb. 3.32 und 3.33 B) verschwindet 
durch Einsatz des Magneten. Da neben einer STAT3-Phosphorylierung ebenfalls die MAP-
Kinase-Kaskade durch lösliche IL-6-Typ-Zytokine aktiviert wird (Kapitel 1.1.2), empfahl sich 
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eine Untersuchung der ERK-Phosphorylierung. Auch hier bewirkte eine Beschleunigung der 
Partikel-Sedimentation durch die Verwendung eines Magneten die Angleichung des Phosphory-
lierungsmusters. Sowohl STAT3- als auch ERK-Aktivierung sind nach 90 min deutlich schwä-
cher (auch im Vergleich zu Signal nach 25 min) als bei einem Verzicht auf den Magneten nach 
hOSM-bead-Zugabe. 
Ebenfalls untersucht wurde der Einfluss der Zytokindichte auf der bead-Oberfläche auf die 
Phosphorylierung intrazellulärer Signalproteine (Abb. 3.33 B). hOSM-beads mit einer PE-
Fluoreszenzintensität (rel. Maß für hOSM-Menge auf der Partikel-Oberfläche) von 5034 bewir-
ken sowohl für STAT3 als auch für ERK eine starke Phosphorylierung. Dagegen induzieren 
hOSM-beads mit einer PE-Intensität von 1314 nur für ERK ein intensives Phospho-Signal. Die 
STAT3-Phosphorylierung ist vergleichsweise schwach. 
 
Abbildung 3.34 – Stimulation von 2C4-Zellen mit hOSM-beads: 2C4-Zellen wurden kultiviert, 2 h in Medium ohne 
FKS inkubiert und max. 90 min mit hOSM-beads, Leer-beads, hisSNAP-YFP-hOSM oder hOSM (1 pmol/mL) stimu-
liert. Vor Stimulation wurden die Zytokin-Partikel in Zellmedium präinkubiert. Die Analyse der induzierten STAT3- 
und ERK1/2-Phosphorylierung erfolgte nach SDS-PAGE durch Westernblot. hOSM-beads induzieren eine schwache 
STAT3-Phosphorylierung. Aufgrund der hohen basalen ERK-Phosphorylierung ist ein Einfluss der hOSM-beads auf 
die MAP-Kinase-Kaskade nicht deutlich erkennbar.  
 
Neben HepG2-Zellen wurde der Effekt von Zytokin-Partikeln für andere Zelltypen überprüft. 
Abb. 3.34 zeigt die Induktion der STAT3- und ERK-Phosphorylierung durch hOSM-beads in 
2C4-Zellen. Die hOSM-beads bewirken eine Phosphorylierung von STAT3, die vergleichsweise 
schwach ausfällt. Dies könnte auf eine zu geringe hOSM-Dichte auf der bead-Oberfläche zu-
rückführbar sein, jedoch wurde für die Partikel eine rel. hohe PE-Fluoreszenz (ca. 5000) detek-
tiert. Wahrscheinlich spielt auch die Anzahl der Oberflächenrezeptoren eine Rolle. Die indu-
zierte Dimerisierung der signalübertragenden Rezeptor-Untereinheiten durch IL-6-Typ-Zytokine 
erfordert insbesondere bei einer geringen Rezeptor-Dichte in der Zellmembran eine freie Beweg-
lichkeit der Untereinheiten. Diese ist bei löslichen Zytokinen weiter gewährleistet. Dagegen 
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schränken immobilisierte Zytokine diese Beweglichkeit ein und reduzieren die Häufigkeit einer 
Dimerisierung mit nachfolgender Auswirkung auf die STAT3-Phosphorylierung. Auf die ERK-
Phosphorylierung haben die hOSM-beads scheinbar keinen Einfluss. Allerdings besteht für ERK 
bereits eine hohe basale Phosphorylierung. Dies ist daran erkennbar, dass Zellen, welche sowohl 
mit Überständen einer Lagerung als auch mit Leer-beads behandelt wurden, eine ERK-
Phosphorylierung aber keine STAT3-Phosphorylierung zeigen. 
3.4.2 Analyse der Stimulation mit Zytokin-beads mittels laser scanning Mikroskopie 
Voraussetzung für eine Aktivierung von intrazellulären Signalüberträgern (STAT3 und ERK) ist 
eine ungehinderte Assoziation der IL-6-Typ-Zytokine mit den Zytokin-Rezeptoren in der Zell-
membran und die Induktion der Rezeptor-Dimerisierung. Während ungebundene Zytokine mit 
Rezeptoren auf der gesamten Zelloberfläche interagieren können, besteht die Möglichkeit zur 
Interaktion bei immobilisierten Zytokinen nur im Kontaktbereich von Partikel-Oberfläche und 
Zellmembran. Aus diesem Grunde erfolgt die Aktivierung der Signalkaskaden lokal. Eine lokale 
Induktion könnte sich allerdings auf anknüpfende zelluläre Ereignisse wie z. B. die Translokati-
on von STAT3 in den Zellkern auswirken. Von daher ist der Nachweis phosphorylierter intrazel-
lulärer Signalüberträger nicht ausreichend für eine abschließende Beurteilung der 
Signaltransduktion durch immobilisierte IL-6-Typ-Zytokine. Mit Hilfe der konfokalen laser 
scanning Mikroskopie wurden deshalb nachfolgend die lokale Stimulation sowie weitere intra-
zelluläre Vorgänge nach Induktion der Signalkaskade im Detail untersucht. 
Analyse der Rezeptor-Interaktion von immobilisiertem hOSM 
Für die Überprüfung der Rezeptorbindung von immobilisiertem hOSM wurden HEK-Zellen mit 
humanem OSM-Rezeptor und CFP-markiertem gp130 transfiziert. Dem gp130id-CFP fehlt die 
zytoplasmatische Domäne, welche für eine Signalweiterleitung in das Zellinnere verantwortlich 
ist. Ein Fehlen dieser Domäne verhindert außerdem die Internalisierung des Rezeptors aufgrund 
des fehlenden Di-Leucin-Motives (Kapitel 1.1.1). Durch Verwendung dieser Rezeptor-Mutante 
ist gp130 dauerhaft an der äußeren Zellmembran lokalisiert, was eine stabile Membranfärbung 
im CFP-Kanal zur Folge hat (Abb. 3.35 A). Nach Inkubation mit hisSNAP-YFP-hOSM, YFP-
beads oder hOSM-beads (Partikel mit immobilisierten hisSNAP-YFP-hOSM) wurden die Zellen 
fixiert und mittels konfokaler Mikroskopie analysiert (Abb. 3.35 B). Bei einer Inkubation mit 
hisSNAP-YFP-hOSM bildet sich nach 30 min um die Zelle ein Kranz aus hisSNAP-YFP-hOSM,  
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Abbildung 3.35 – Konfokale Mikroskopie nach Fixierung von HEK-Zellen transfiziert mit gp130id-CFP und hOSM-
Rezeptor: HEK293-Zellen wurden transient mit gp130id-CFP und hOSM-Rezeptor transfiziert und auf Mikroskopie-
Deckgläsern kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen entweder mit hisSNAP-YFP-hOSM (1 pmol/mL), hOSM-
beads oder YFP-beads inkubiert (max. 90 min). Nach der Inkubation wurden die Zellen auf den Deckgläsern fixiert 
und mit einem konfokalen laser scanning Mikroskop analysiert (YFP- und CFP-Filter). A) Zellen vor der Stimulation: 
Detektion einer Membranfärbung als Folge einer dortigen Akkumulation von gp130id-CFP aufgrund dessen feh-
lender Internalisierung. B) Stimulation mit hisSNAP-YFP-hOSM, hOSM-beads und YFP-beads (Überlagerungsbild 
beider Kanäle): Die Rezeptorbindung von hisSNAP-YFP-hOSM bewirkt eine YFP-Membranfärbung. hOSM- und YFP-
beads besitzen Kontakt zur Zellmembran. Es sind keine Unterschiede zwischen den verschieden modifizierten 
beads zu erkennen. C) Kontakt von hOSM-bead zur Membran nach 60 min: Scheinbar umschließt die Zelle einige 
hOSM-beads (rote Markierung). Daraus resultiert eine gp130id-CFP-Akkumulation (Pfeil) an den Kontaktstellen.  
 
welcher auch nach 90 min weiterhin deutlich sichtbar ist. Diese Membranfärbung im YFP-Kanal 
lässt sich durch eine Bindung des löslichen, fluorezierenden Zytokins an das 
internalisierungsdefiziente gp130 begründen. Allerdings wird diese Bindung durch den OSM-
Rezeptor vermittelt. Zellen bei denen diese Kranzbildung im YFP-Kanal nicht zu beobachten ist, 
wurden deshalb höchstwahrscheinlich nicht mit dem hOSM-Rezeptor transfiziert (siehe 30 min 
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hisSNAP-YFP-hOSM). Diese Zellen belegen aber, dass eine Membranfärbung der anderen 
Zellen im YFP-Kanal tatsächlich auf der Bindung von hisSNAP-YFP-hOSM beruht und nicht 
auf einem eventuellen Durchleuchten des CFP- in den YFP-Kanal. Ferner bestätigen diese Zel-
len, dass eine Bindung von hisSNAP-YFP-hOSM an die Zellmembran nicht unspezifisch erfolgt. 
 Nach Inkubation und Fixierung werden auch hOSM-beads mit Zellkontakt detektiert. Jedoch ist 
eine Interaktion von hOSM auf der Partikeloberfläche mit gp130-CFP auch nach 90 min Inkuba-
tion nicht eindeutig ersichtlich. Der Zellkontakt von hOSM-beads besitzt lediglich geringfügige 
Unterschiede zur Inkubation mit YFP-Partikeln. So zeigt sich stellenweise ein Anschmiegen der 
Zelle bzw. des gp130id-CFP an die hOSM-Oberfläche mit einer daraus resultierenden Akkumu-
lation von gp130id-CFP (Abb. 3.35 C). 
 
Abbildung 3.36 – Stimulation mit hOSM-beads im „Lebend-Zell“-Experiment mit HEK-Zellen transfiziert mit 
gp130id-CFP und hOSM-Rezeptor: HEK293-Zellen wurden transient mit gp130id-CFP und hOSM-Rezeptor trans-
fiziert und auf unterteilten Objektträgern (µ-slide) kultiviert. Die Stimulation der Zellen erfolgte am konfokalen 
laser scanning Mikroskop durch Zugabe der fluoreszierenden hOSM-Partikel oder löslichem hisSNAP-YFP-hOSM  
(1 pmol/mL). Nach der Zugabe wurde im time-series Modus alle 15 min ein Bild aufgenommen (YFP- und CFP-
Filter). 
 
Bei Durchführung der Fixierung wurden die Zellen mehrfach gewaschen, deshalb war nicht 
auszuschließen, dass dadurch sowohl unspezifische Interaktionen (Adsorption von beads an die 
Zellmembran) als auch spezifische Interaktionen (Assoziation von hOSM mit gp130id-CFP) 
zwischen hOSM-beads und der Zelle aufgehoben wurden. Aufgrund ihrer starken Assoziation 
mit der Extrazellulärmatrix (EZM) ließen sich die Partikel nie vollständig ablösen und entfernen 
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(siehe YFP-beads). Somit bestand die Möglichkeit, dass eine vormals spezifische Interaktion 
(zwischen Zytokin und Rezeptor) durch den Waschvorgang aufgehoben und anschließend als ein 
unspezifischer Kontakt von beads mit Zellen (durch Assoziation mit der EZM) fixiert wurde, 
weshalb unspezifische und spezifische Interaktion nicht deutlich unterschieden werden konnten. 
Aus diesem Grunde wurde die Analyse der Rezeptor-hOSM-Interaktion anhand von „Lebend-
Zell“-Experimenten wiederholt (Abb. 3.36). Schon kurz nach Zugabe von hisSNAP-YFP-hOSM 
wird die YFP-Membranfärbung sichtbar, was auf eine rasche Interaktion von hOSM und seinen 
Rezeptoren schließen lässt. Der auffallende gelbliche Hintergrund beruht auf hisSNAP-YFP-
hOSM, welches sich im Medium verteilt. Nach 30 bzw. 45 min ist diese Hintergrundfärbung 
verschwunden und nur noch an die Zelloberfläche gebundenes hisSNAP-YFP-hOSM ist sicht-
bar. Auch die hOSM-beads stehen in Kontakt mit der Zelle, was auf eine Interaktion von hOSM 
auf der Partikel-Oberfläche mit gp130-CFP in der Zellmembran hindeutet. Eine Akkumulation 
von gp130id-CFP an der Kontaktstelle bead/Zellmembran wird jedoch nicht deutlich. 
Analyse der STAT3-Translokation nach Stimulation mit Zytokin-beads 
Die Interaktion der Zytokine hOSM oder hIL-6 mit den Rezeptoren in der Zellmembran resul-
tiert in der Ausbildung eines trimeren (hOSM) oder hexameren (hIL-6) aktivierten 
Rezeptorkomplexes, welcher die Phosphorylierung intrazellulärer Signalüberträger induziert 
(Kapitel 1.1.1). Die Phosphorylierung von STAT3 führt bei Stimulation mit löslichem Zytokin 
zu einer Translokation von aktiviertem STAT3 aus dem Zytoplasma in den Zellkern (Abb. 3.37 
A, oben). In diesem „Lebend-Zell“-Experiment zeigen MEF-Zellen, stabil transfiziert mit 
STAT3-CFP, vor Stimulation im CFP-Kanal eine gleichmäßige Blaufärbung über den gesamten 
Zellkörper. Für eine Stimulation dieser Zellen wird neben hIL-6 ein weiterer Stimulus, der lösli-
che (soluble) hIL-6-Rezeptor (sIL-6Rα), benötigt, welcher die Bindung von hIL-6 an den signal-
übertragenden Rezeptor gp130 vermittelt. 20 min nach Zugabe beider Stimuli steigt die CFP-
Intensität im Zellkern deutlich an, gleichbedeutend mit einer Translokation oder Akkumulation 
von phosphoryliertem STAT3-CFP in den bzw. im Zellkern. Die Zunahme von STAT3-CFP im 
Zellkern erreicht nach 40 bis 60 min ihr Maximum. 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass immobilisierte Zytokine ebenfalls eine Phosphorylierung 
von STAT3 bewirken (Kapitel 3.4.1), wurde die nukleäre Akkumulation von STAT3, ausgelöst 
durch immobilisiertes IL-6-Typ-Zytokin, näher untersucht. Stabil mit STAT3-CFP transfizierte 
MEF-Zellen wurden mit hIL-6-beads inkubiert (Abb. 3.37 A, unten). Auch hier zeigt sich nach 
Zugabe von sIL-6Rα über den beobachteten Zeitraum von 80 min eine Translokation von 
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STAT3-CFP in den Zellkern. Die 3D-Ansicht verdeutlicht, dass alle Zellen, in denen STAT3 im 
Zellkern angereichert ist, auch Kontakt zu hIL-6-Partikeln haben. (Abb. 3.37 B). 
 
Abbildung 3.37 – Stimulation von MEF-∆/∆-Zellen stabil transfiziert mit STAT3-CFP im „Lebend-Zell“-Experiment: 
Stabil mit STAT3-CFP transfizierte MEF-∆/∆-Zellen wurden auf Deckgläsern kultiviert. Die Stimulation der Zellen 
erfolgte am konfokalen laser scanning Mikroskop nach Zugabe der fluoreszierenden hIL-6-Partikel oder hisSNAP-
YFP-hIL-6 (1 pmol/mL). Die Stimulation von MEF-Zellen mit hIL-6 benötigt den löslichen hIL-6-Rezeptor (sIL-6Rα) 
zur Aktivierung der Signalkaskade, deshalb wurde das Stimulationsexperiment durch die Zugabe von 500 ng/mL 
sIL-6Rα gestartet. Danach wurden im time-series Modus alle 15 min Aufnahmen aus verschiedenen Fokus-Ebenen 
(z-stack, optischer Schnitt) durchgeführt (YFP- und CFP-Filter). A) Stimulation mit hIL-6 oder hIL-6-beads im Ver-
gleich: In beiden Fällen wird eine Translokation von STAT3-CFP aus dem Zytoplasma in den Zellkern induziert.  
B) 3D-Analyse nach Stimulation mit hIL-6-beads: Die optischen Schnitte nach 30 min Stimulation wurden zu einem 
3D-Bild zusammengefügt. Alle stimulierten Zellen interagieren mit hIL-6-beads. 
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Abbildung 3.38 – STAT3-Translokation ausgelöst durch hOSM-beads: A) „Lebend-Zell“-Experiment mit HEK293 
Zellen: Die Zellen wurden transient mit STAT3-CFP und hOSM-Rezeptor transfiziert und auf µ-slide-Objektträgern 
kultiviert. Die Stimulation erfolgte am konfokalen laser scanning Mikroskop durch Zugabe der fluoreszierenden 
hOSM-Partikel. Anschließend wurden im time-series Modus Aufnahmen aus verschiedenen Fokus-Ebenen (z-stack, 
optischer Schnitt) durchgeführt (YFP- und CFP-Filter). Nach 90 min ist eine Translokation von STAT3-CFP erkennbar. 
B) 3D-Analyse von A: Die 3D-Ansicht verdeutlicht eine Interaktion zwischen stimulierten Zellen und mehreren 
hOSM-beads. C) Stimulation und Fixierung von 2C4-Zellen: 2C4-Zellen wurden transient mit STAT3-CFP transfiziert 
und auf Mikroskopie-Deckgläsern kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen entweder mit hOSM-beads oder Leer-
beads inkubiert. Danach wurden die Zellen fixiert und mit einem konfokalen laser scanning Mikroskop analysiert. 
Nach 25 min induzieren hOSM-beads eine deutliche Akkumulation von STAT3-CFP im Zellkern. 
 
In ähnlicher Weise wurde auch die Stimulation mit hOSM-beads untersucht. In diesem Fall 
wurden HEK-Zellen transient mit STAT3-CFP und dem hOSM-Rezeptor transfiziert und an-
schließend mit hOSM-beads inkubiert (Abb. 3.38 A). Eine STAT3-Translokation wird auch 
durch die hOSM-Partikel induziert. Diese ist nach 90 min klar ersichtlich. Die 3D-Ansicht of-
fenbart für jede Zelle eine Interaktion mit hOSM-Partikeln (Abb. 3.38 B). Möglicherweise fehlte 
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einigen Zellen, mangels ausreichender Transfektion, der hOSM-Rezeptor und diese Zellen wur-
den nicht oder nur schwach stimuliert. Aus diesem Grunde wurden mit STAT3-CFP-transfizierte 
2C4-Zellen, welche den hOSM-Rezeptor zelltypischer Weise besitzen, mit hOSM-beads stimu-
liert und im Anschluss fixiert (Abb. 3.38 C). Nach 25 min Stimulation zeigt sich eine Akkumula-
tion von STAT3 in den Zellkernen. Eine Anreicherung von STAT3 im Kern ist bei der Leer-
bead-Kontrolle nicht feststellbar. Dort präsentiert sich der Zellkern wie bei unstimulierten Zel-
len. Partikel ohne hisSNAP-YFP-hOSM auf der Oberfläche sind nicht in der Lage eine STAT3-
Translokation zu bewirken. Diese Erkenntnis deckt sich mit dem Ergebnis der Westernblot-
Analysen, bei denen keine durch Leer-beads induzierte Phosphorylierung von STAT3 detektiert 
werden konnte (Kapitel 3.4.1). Ein deutlicher Unterschied zwischen Zytokin-Immobilisaten und 
löslichem Zytokin bezüglich der STAT3-Translokation offenbart sich nicht. 
 
Abbildung 3.39 – Akkumulation von STAT3-CFP an Kontaktstelle von hIL-6-bead und MEF-∆/∆-STAT3-CFP-Zelle: 
Stabil mit STAT3-CFP transfizierte MEF-∆/∆-Zellen wurden auf Deckgläsern kultiviert. Die Stimulation erfolgte am 
konfokalen laser scanning Mikroskop durch Zugabe der fluoreszierenden hIL-6-Partikel und 500 ng/mL sIL-6Rα. 
Danach wurden alle 20 min mehrere Aufnahmen aus verschiedenen Fokus-Ebenen (z-stack, optischer Schnitt) 
durchgeführt (YFP- und CFP-Filter). A) 2D-Ansicht: 40 min nach Zugabe von sIL-6Rα wird nur eine schwache Trans-
lokation von STAT3-CFP in den Zellkern registriert. Stattdessen ist eine Akkumulation von STAT3-CFP an der Zell-
membran zu erkennen. B) 3D-Ansicht: Die optischen Schnitte nach 60 min Stimulation wurden zu einem 3D-Bild 
zusammengefügt. Ein hIL-6-bead wird von der Zelle umschlossen, welches vermutlich die Ansammlung von STAT3-
CFP bewirkt und dadurch die Translokation verhindert. 
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In Abb. 3.39 ist dennoch ein außergewöhnlicher Fall dargestellt. MEF-STAT3-CFP-Zellen 
wurden in einem „Lebend-Zell“-Experiment mit hIL-6-beads inkubiert und durch gp80-Zugabe 
die Signalkaskade induziert (Abb. 3.39 A). Nach 40 min ist die CFP-Intensität im Nukleus kaum 
gestiegen. Stattdessen wird eine starke Akkumulation von STAT3 am rechten Rand der Zelle in 
der Nähe eines hIL-6-beads sichtbar. Nach 60 min besteht die Akkumulation von STAT3 wei-
terhin ohne nennenswerte Veränderung der Fluoreszenz im Zellkern. Es scheint, als würde sich 
STAT3 in der Nähe eines hIL-6-beads anreichern und daran gehindert, in den Zellkern zu wan-
dern. Die 3D-Ansicht zeigt, dass das hIL-6-bead von der Zelle umschlossen ist (Abb. 3.39 B). 
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4 Diskussion 
4.1 Konstruktion, Expression und Bioaktivität der Fusions-Zytokine 
Für die Immobilisierung von IL-6-Typ Zytokinen auf einer Modelloberfläche mussten diese 
entsprechend modifiziert werden. Diese Modifikationen sollten einerseits die biologische Aktivi-
tät des jeweiligen Zytokins so geringfügig wie möglich beeinflussen, andererseits jedoch eine 
Reinigung erlauben (His-tag), eine stabile Kupplung auf der Oberfläche gewährleisten (His-tag 
oder SNAP-tag), die Überprüfung einer erfolgten Oberflächen-Anbindung ermöglichen (Yellow 
fluorescent protein (YFP) und Enterokinase-Schnittstelle) und eine Detektion bei mikroskopi-
schen Analysen von Zellreaktionen garantieren (YFP). 
Eine Reinigung der Fusions-Zytokine erfolgte durch eine Metallaffinitätschromatographie, wel-
che auf einer ungehinderten Interaktion der Imidazolringe der Histidine im His-tag (sechs 
Histidine) mit einer Ni2+-NTA-Matrix basiert [183]. Der His-tag wurde deshalb vor das YFP an 
den N-Terminus des Fusionsproteins gesetzt und ermöglichte dessen Reinigung unter physiolo-
gischen Bedingungen (Abb. 3.3 und 3.19). Native Bedingungen waren erwünscht, da so potenti-
elle Aktivitätsverluste durch eine notwemdige Rückfaltung des Zytokins nach Reinigung unter 
denaturierenden Bedigungen verhindert wurden. Aufgrund der N-terminalen Position des tags 
wurden teilweise ebenfalls Spaltprodukte gereinigt, die bei einer C-terminalen Position des His-
tags vermeidbar wären. Allerdings wurde die N-terminale Fusion der tags an das Zytokin ge-
wählt, da C-terminale Bereiche zumindest für die Aktivität von IL-6 essenziell sind [231]. Damit 
ein aussagekräftiger Vergleich der Bioaktivität von immobilisierten und löslichen Zytokin durch-
führbar war, sollte die Aktivität des Zytokins (YFP-Zytokin oder SNAP-YFP-Zytokin) jedoch 
möglichst unbeeinflusst von den fusionierten tags und der gewählten Kupplungsstrategie sein. 
Aus diesem Grund hatte der Erhalt der biologischen Aktivität der IL-6-Typ-Zytokine bei der 
Konstruktion der Fusions-Zytokine höchste Priorität.  
Zumindest für die Reinigung der YFP-Zytokine nach Expression in E. coli war der Anteil an 
Spaltprodukt tolerierbar (Abb. 3.3). Ebenso wurde bei Expression der SNAP-YFP-Zytokine in 
HEK293-Zellen kein Spaltprodukt wie bei einer E. coli-Expression nachgewiesen (vergleiche 
Abb. 3.15 und 3.19). Aus welchen Gründen eine unvollständige Transkription bzw. Translation 
oder vermutliche Spaltung zwischen YFP und Zytokin stattfindet, ist unerklärlich. Evtl. existiert 
eine natürliche Protease-Schnittstelle im YFP. Allerdings lassen sich diesbezüglich keine Litera-
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turangaben finden, noch sind ähnliche Beobachtungen bei Expression von YFP-Proteinen in  
E. coli bekannt.  
Der Einfluss von Position und Art einer Immobilisierungs-Domäne auf die Bioaktivität und 
Rezeptor-Affinität eines Signalmoleküls wurde bei einer Studie zur Kupplung von EGF demons-
triert [232]. Die N-terminale Fusion der verschiedenen Domänen (His-tag, SNAP-tag, 
Enterokinase-Schnittstelle und YFP) beeinflusst trotz der Größenzunahme der Fusions-Zytokine 
nicht die biologische Aktivität des IL-6-Typ-Zytokins. Dabei war ebenfalls unerheblich, ob die 
Fusions-Zytokine glykosyliert sind (Abb. 3.5, 3.16 und 3.20). Auch nach Immobilisierung auf 
eine Oberfläche sollte eine Induktion der Signaltransduktion erfolgen. Jedoch basiert die Rezep-
tor-Dimerisierung auf der ungehinderten Zugänglichkeit essenzieller Bindungsepitope des 
Zytokins (siehe Kapitel 1.1). Aus diesem Grunde war eine N-terminale, ortsgerichtete Kupplung 
mit homogener Orientierung des Liganden notwendig, bei der das YFP zusätzlich als eine Art 
Abstandshalter (spacer) zwischen Oberfläche und Zytokin diente. Ferner sollte der Erfolg der 
Kupplung auf eine Oberfläche durch den Einsatz einer Enterokinase überprüft werden. Zu die-
sem Zweck mussten YFP und Zytokin eine Einheit bilden, die durch die Enterokinase-
Schnittstelle vom Kupplungs-tag getrennt wurde. 
Eine proteolytische Spaltung von Fusions-Proteinen ist eine häufig praktizierte Methode zur 
Entfernung von Affinitäts-tags, die einer Reinigung des rekombinant exprimierten Proteins 
dient. Während einige Proteasen innerhalb ihrer Erkennungssequenz schneiden, spaltet die 
Enterokinase die C-terminale Peptidbindung nach ihrer Erkennungssequenz (Asp-Asp-Asp-Asp-
Lys), so dass keine Aminosäuren des tags oder der Schnittstelle im gespaltenen Protein verblei-
ben [213]. Neben der Entfernung relativ kleiner tags wurde ebenfalls die spezifische und effekti-
ve Abspaltung einer Kollagen-Bindungs-Domäne (ca. 32 kDa) von einem Wachstumsfaktor 
gezeigt [179]. Mit Hilfe dieser Reaktion wurde in diesem Fall der korrekte strukturelle Aufbau 
des Fusions-Proteins analysiert. In ähnlicher Weise sollte in der vorliegenden Arbeit die korrekte 
N-terminale Kupplung der Fusions-Zytokine an die Oberfläche durch eine katalytische Spaltung 
der Fusions-Zytokine zwischen YFP und Kupplungsdomäne untersucht werden. Im Anschluss an 
die Enterokinase-Erkennungssequenz folgte in den Fusions-Zytokinen die Aminosäure Alanin, 
da Alanin die Effektivität der katalysierten Spaltungsreaktion besonders positiv beeinflusst 
[213].  
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4.2 Immobilisierung über den His-tag  
Der His-tag aus sechs Histidinen wurde in die YFP-Zytokin-Konstrukte eingeführt, um die 
Reinigung der exprimierten Fusions-Zytokine zu erleichtern (Kapitel 3.1.3). Als ein Indiz für 
eine ungehinderte Interaktion zwischen His-tag und einer entsprechend modifizierten Oberfläche 
galt deshalb die erfolgreiche Durchführung der Reinigung unter nativen Bedingungen (pH 8 in 
Phosphatpuffer), so dass auf den Einbau von Platzhaltern (Spacer) zwischen YFP und tag ver-
zichtet wurde. Im Verzicht auf zusätzliche Modifikationen der YFP-Zytokine in Form weiterer 
tags lag ein Vorteil der Immobilisierung von Zytokinen über den His-tag. Die N-terminale Posi-
tion des His-tags garantierte eine gerichtete Immobilisierung der YFP-Zytokine in bioaktiver 
Orientierung. 
4.2.1  Immobilisierung von hisYFP-hOSM oder -hIL-6 auf einer TALON®-Matrix 
Die Immobilisierung von Zielproteinen auf einer TALON®-Matrix nutzt die natürliche Affinität 
zwischen einem ans Zielprotein fusionierten His-tag und dem in der Matrix befindlichen metalli-
schen Co2+-Kern. Bei dieser Interaktion wird ein Koordinationskomplex gebildet (Abb. 1.9 A), 
der das Zielprotein mit der Matrix verankert. Die TALON®-Matrix ist eine Weiterentwicklung 
der Ni2+-NTA-Matrix, welche häufig für eine Reinigung von Proteinen mit einem His-tag ver-
wendet wird [183].  
In Arbeiten der Gruppe um Iwata [186-188] wurde das geschilderte Prinzip bereits für die An-
bindung von EGF, fusioniert mit einem His-tag (EGF-his), an eine mit Ni2+-NTA modifizierte 
Glasoberfläche genutzt. Es zeigte sich, dass auf diese Weise immobilisiertes EGF-his die Adhä-
sion neuronaler Stammzellen (NSC) steigerte und diese über einen längeren Zeitraum im undif-
ferenzierten Zustand hielt. Trotz des prinzipiell reversiblen Charakters der Anbindung erschien 
die Kupplung auch unter Zellkulturbedingungen relativ stabil. Während über den Koordinations-
komplex immobilisiertes EGF-his seinen Effekt lokal innerhalb des mit EGF-his modifizierten 
Bereiches entfaltete, unterdrückte unspezifisch adsorbiertes EGF-his aufgrund rascher Desorpti-
on eine Differenzierung der Zellen über die Bereichsgrenzen hinaus [188]. Gegenüber einer 
konventionellen chemischen Kupplung besaß die ortsspezifische Immobilisierung von EGF-his 
über den His-tag ebenfalls Vorteile, weil sich die Anbindung nicht negativ auf die Bioaktivität 
von EGF auswirkte. Die reduzierte Bioaktivität bei konventioneller Kupplung war die Folge 
einer kupplungsbedingten Denaturierung der EGF-Konformation, da die verwendete chemische 
Methode mit mehreren Aminosäure-Resten reagieren konnte [187, 188]. 
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Durch Verwendung der TALON®-beads sollte die von Iwata et al. beschriebene Strategie opti-
miert werden, denn bei dieser wurde trotz ortsspezifischer Immobilisierung von EGF-his eben-
falls eine nicht unerhebliche unspezifische Adsorption an die Ni2+-NTA-Oberfläche beobachtet 
[187]. Im Gegensatz zu einer Ni2+-NTA-Matrix besitzen die TALON®-beads eine höhere Spezi-
fität für die Histidine im His-tag [183]. Folglich sollte die Wahrscheinlichkeit einer unerwünsch-
ten unspezifischen Adsorption und dadurch unter Zellkulturbedingungen eine nachfolgende 
mögliche Desorption des YFP-Zytokins reduziert sein.  
Die ortsgerichtete Immobilisierung von hisYFP-hOSM und hisYFP-hIL-6 an die verwendeten 
TALON®-beads wurde nachgewiesen (Abb. 3.7). Durch Verwendung von Imidazol konnte die 
Ausbildung des Chelatkomplexes zwischen dem His-tag des YFP-Zytokins und der Matrix 
unterdrückt werden. Ebenso reduzierte die nachträgliche Inkubation mit Imidazol die Protein-
menge auf der bead-Oberfläche. Verbleibendes YFP-Zytokin wurde allerdings höchstwahr-
scheinlich aufgrund unspezifischer Adsorption an die Oberfläche gebunden und lässt sich des-
halb nachträglich nicht kompetitiv durch Imidazol entfernen. Ähnliche Beobachtungen sind auch 
für EGF-his beschrieben [187]. Auch die Verwendung einer TALON®-Matrix konnte diese 
unspezifische Bindung nicht unterdrücken, da sie scheinbar nicht auf einer Interaktion zwischen 
weiteren im Zytokin befindlichen Histidinen und der Matrix beruht. Für eine Adsorption ist 
primär die allgemeine chemische Beschaffenheit der Materialoberfläche von Bedeutung [187] 
(siehe Kapitel 1.2.3). Die Desorption von unspezifisch gebundenem YFP-Zytokin bei Lagerung 
der YFP-Zytokin-beads bewirkt schließlich die beobachtete Phosphorylierung von STAT3 durch 
die Lagerungs-Überstände (Abb. 3.8). Besonders unter Zellkulturbedingungen ist eine schnelle 
Ablösung unspezifisch adsorbierter Zytokine aufgrund des Vroman-Effektes (Kapitel 1.3.1) 
höchstwahrscheinlich [169, 187], so dass die beobachteten Effekte durch die YFP-Zytokin-beads 
unter Umständen in erster Linie nicht durch das immobilisierte YFP-Zytokin erzielt wurden. 
Es bestehen ebenfalls Zweifel an der dauerhaften Stabilität der Affinitäts-Bindung zwischen 
YFP-Zytokin und der TALON®-Oberfläche. So wurde für die ortsspezifische Anbindung von 
EGF-his nachfolgend eine langsame Ablösung aufgrund des reversiblen Charakters des Koordi-
nationskomplexes diskutiert [186, 187]. Diese Annahme wird durch die beobachtete Ablösung 
eines His-markierten Zielproteins von einer Ni2+-NTA-Oberfläche innerhalb von 30 min unter-
stützt [233]. Ferner könnte eine Internalisierung des aktivierten Rezeptor-Ligand-Komplex (Ka-
pitel 1.1) evtl. eine Ablösung des YFP-Zytokins von der Oberfläche bewirken. In diesem Fall 
hängt die Ablösung allerdings davon ab, ob die Affinität des Liganden zum Rezeptor seine Affi-
nität zur Matrix übersteigt und mit welcher Kraft der Rezeptor-Ligand-Komplex internalisiert 
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wird. In den angeführten Möglichkeiten der Ablösung wäre der Effekt des Liganden zwar wei-
terhin lokal begrenzt, würde aber nicht mehr durch an eine Oberfläche gebundene Signalmolekü-
le erzielt. Deren Signaltransduktion würde sich folglich nicht von löslichen Signalmolekülen 
unterscheiden.  
Die gegenüber Desorption verzögerte Freisetzung von Signalmolekülen ist ein wichtiges Kriteri-
um für drug release Systeme [115, 116]. In diesem Kontext wäre die Affinitäts-Immobilisierung 
über einen vorhandenen His-tag insbesondere wegen der Größe des tags ein interessantes Werk-
zeug. Für die Untersuchung von Unterschieden in der durch lösliches oder immobilisiertes IL-6-
Typ-Zytokin ausgelösten Signaltransduktion war jedoch eine verlässliche stabile, gerichtete 
Immobilisierung von YFP-Zytokinen Grundvoraussetzung. Daher wurde diese Immobilisie-
rungsstrategie trotz einer größtenteils ortsspezifischen Anbindung von hisYFP-hOSM und 
hisYFP-hIL-6 im Folgenden nicht mehr für die Analyse der Signalweiterleitung durch immobili-
sierte IL-6-Typ-Zytokine eingesetzt. 
4.2.2 Kovalente, ortsspezifische Kupplung durch Reaktion von Imidazol mit 
Phenylboronsäure 
Diese Kupplungsstrategie basiert auf der von Collman et al. beschriebenen Reaktion von 
Imidazol mit Arylboronsäure. Die Reaktion wird durch Di-μ-hydroxo-bis(N,N,N′,N′-
tetramethylethylendiamin)-Kupfer(II)-Chlorid (Cu-TMEDA) in wässriger, sauerstoff-
angereicherter Umgebung katalysiert [212]. 
Prinzipiell besteht in der Anwendung der beschriebenen Reaktion zur Ausbildung kovalenter 
Bindungen zwischen Arylboronsäure auf einer entsprechend modifizierten Oberfläche und den 
Imidazol-Resten der im Zielprotein befindlichen Histidine lediglich eine Alternative für eine 
unspezifische, kovalente Immobilisierungsstrategie (Kapitel 1.3.2), da theoretisch alle im Protein 
befindlichen Histidine mit Phenylboronsäure reagieren können und somit keine einheitliche 
Bindung an die Oberfläche zu erwarten ist. Aufgrund eines im rekombinant exprimierten Ziel-
protein oftmals vorhandenen His-tags (zur Reinigung) ist allerdings eine quasi-ortsspezifische 
Immobilisierung wegen der Lage des tags und der dadurch lokalen Anhäufung mehrerer 
Histidine höchstwahrscheinlich.  
Diese Wahrscheinlichkeit wird in erster Linie durch das Verhältnis „Anzahl der Histidine im 
tag/Anzahl der Histidine im Gesamtprotein“ beeinflusst. Für hisYFP-hLIF, hisYFP-hOSM und 
hisYFP-hIL-6 beträgt dieses Verhältnis 0,26; 0,3 bzw. 0,35. Das Verhältnis ist günstiger, wenn 
nur potentiell für die Reaktion verfügbare Histidine, d. h. Histidine an der Protein-Oberfläche, 
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berücksichtigt werden. Mit Hilfe von Röntgenstruktur-Analysen ließen sich genauere Informati-
onen bezüglich der auf der Protein-Oberfläche befindlichen Histidinen gewinnen. Die Zugäng-
lichkeit der Imidazolringe im His-tag stand wegen der erfolgreichen His-tag-Reinigung der YFP-
Zytokine unter nativen Bedingungen außer Frage. Ferner ist die lokal erhöhte Konzentration von 
Imidazol im His-tag für die Reaktion nicht zu vernachlässigen. Auch sie begünstigt vermutlich 
eine kovalente und ortsgerichtete Anbindung der Zielproteine an eine Oberfläche. 
Die Reaktion von Histidin-Seitenketten mit Phenylboronsäuren überzeugte vor allem durch die 
Durchführbarkeit bei physiologischen Bedingungen. Lediglich ein bereits in den YFP-Zytokinen 
vorhandener His-tag wurde benötigt, so dass auf aufwendige zusätzliche Protein-Modifikationen, 
die möglicherweise Einfluss auf die Bioaktivität des Zytokins gehabt hätten, verzichtet werden 
konnte. Die erfolgreiche Modifikation einer bead-Oberfläche mit einer Arylboronsäure 
(Aminophenylboronsäure) durch Carbodiimid-Chemie wurde bereits beschrieben [234]. Ferner 
erlaubte die Anwendung dieser Methode eine stabile ortsspezifische Anbindung eines Antikör-
pers auf Quantenpunkten (quantum dots), welche anschließend überzeugend nachgewiesen 
werden konnte [230]. Daher wurde diese Kupplungsstrategie als ein hilfreiches Werkzeug be-
trachtet, welches eine effiziente, ortsspezifische und kovalente Immobilisierung der YFP-
Zytokine auf einer Modelloberfläche mit Phenylboronsäure ermöglichen sollte. 
Jedoch konnte die konstatierte Reaktion der Imidazolringe eines His-tags mit Phenylboronsäure 
auf einer bead-Oberfläche im Verlaufe dieser Arbeit nicht nachvollzogen werden (Abb. 3.9 und 
3.11-3.14), obwohl analog zu einem Forschungsbericht von Philips Research (Aachen, Deutsch-
land) [230] ebenfalls mit einem FITC-markierten His-tag-Peptid gearbeitet wurde. Trotz einer 
Unterscheidung zwischen adsorptiv und kovalent gebundenem Peptid bei Anwendung konventi-
oneller Methoden (Abb. 3.10), wird für die Cu-TMEDA-Reaktion kein Unterschied in der Pep-
tid-Anbindung bei Verzicht auf den Kupfer-Katalysator registriert. Es zeigte sich vielmehr, dass 
die detektierte Fluoreszenz auf der bead-Oberfläche Resultat einer pH-Wert abhängigen Adsorp-
tion ist (Abb. 3.13 und 3.14). So besteht höchstwahrscheinlich bei neutralem pH-Wert eine 
elektrostatische Affinität zwischen der Säuregruppe auf der Partikel-Oberfläche (negative La-
dung) und den Imidazolringen (positive Ladung). Durch Erhöhung des pH-Wertes verändert sich 
diese Affinität, da die Imidazolringe nun ungeladen sind [235]. Vermutlich beeinflussen die 
weiteren Aminosäuren (Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-Ala-Lys), welche der Überprüfung einer ortsspe-
zifischen Kupplung durch eine Enterokinase und der C-terminalen Anbindung von FITC dienen 
sollten, ebenfalls diese elektrostatische Interaktion zwischen Peptid und Oberfläche. Ob das von 
Philips eingesetzte His-tag-Peptid (sechs Histidine, N-terminale FITC-Anbindung) auf diese 
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elektrostatische Interaktion mit der Phenylboronsäure-Oberfläche untersucht wurde, lässt sich 
der Studie nicht genau entnehmen.  
Nach Unterdrückung der pH-Wert-abhängigen Adsorption des Peptids konnte trotzdem keine 
Cu-TMEDA-katalysierte Kupplung des Peptids detektiert werden (Abb. 3.13 und 3.14 A). Eine 
Ursache liegt unter Umständen in den veränderten Reaktionsbedingungen (ursprünglich pH 7), 
die eine Anbindung des Peptids bei höheren pH-Werten nicht zulassen. Vorstellbar wäre daher 
bei pH 7 eine Überlagerung der ortsspezifischen kovalenten Kupplung durch die unspezifische 
elektrostatische Reaktion. Ebenso könnten die Modifikationen zum ursprünglich von Philips 
eingesetzten His-Peptid (s.o.) allgemein den Ablauf der Reaktion negativ beeinflussen. Eventuell 
behindern sie die Interaktion zwischen Imidazol und Phenylboronsäure. Dies könnte ein Peptid-
bedingtes Phänomen sein. Daher wurde ebenfalls die Anbindung von hisYFP-hIL-6 untersucht 
(Abb. 3.14 B). BSA im Reaktionsansatz verhinderte unspezifische Wechselwirkungen. Trotz 
ähnlicher Bedingungen, wie für die Kupplung eines Antikörpers an quantum dots beschrieben 
(PBS pH 7,4) [230], konnte keine Cu-TMEDA katalysierte gerichtete Anbindung detektiert 
werden. Eine mögliche Ursache liegt sehr wahrscheinlich in der kompetitiven Reaktion von 
Histidinen des BSA mit Phenylboronsäure. Der scheinbar große Einfluss von pH-Wert Verände-
rungen sowie die Empfindlichkeit der Cu-TMEDA Reaktion gegenüber weiteren Proteinen in 
der Reaktionslösung ist ein großer Nachteil für die Nutzung dieser Reaktion zur ortsspezifischen, 
kovalenten Immobilisierung. 
Ein weiterer Nachteil findet sich in der Tatsache, dass Phenylboronsäuren mit Diolen u. a. Koh-
lenhydrate reagieren und dabei kovalente Bindungen ausgebildet werden [236]. Diese Reaktion 
wird deshalb zum Nachweis und zur Unterscheidung verschiedener Kohlenhydrate genutzt 
[237]. Dadurch wird die Anwendbarkeit der Cu-TMEDA Reaktion zur Proteinimmobilisierung 
allerdings bedeutend eingeschränkt, denn nur unglykosylierte Proteine können auf diesem Wege 
spezifisch immobilisiert werden. Auch wenn viele humane Proteine – wie z. B. die IL-6-Typ-
Zytokine – in prokaryotischen Systemen ohne Glykosylierung in bioaktiver Konformation 
exprimiert werden können, so sind viele Proteine auf eine Glykosylierung zur Entfaltung ihrer 
exakten biologischen Funktion angewiesen [238]. 
4.3 Immobilisierung von Fusions-Zytokinen durch den SNAP-tag 
Bei dieser Immobilisierungsstrategie wurde die spezifische Reaktion zwischen dem SNAP-tag 
und Benzylguanin (BG) genutzt. Die SNAP-Domäne, ein Derivat der humanen O6-Alkylguanin-
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DNS-Alkyltransferase (hAGT), spaltet das BG bei physiologischen Bedingungen und überträgt 
den Benzyl-Rest unter Ausbildung einer kovalenten Bindung auf einen eigenen Cystein-Rest. 
Infolge dieser Verknüpfung verliert die katalytische Domäne ihre Aktivität und bleibt dauerhaft 
mit dem Benzyl-Rest verbunden (Abb. 1.9 C; Kapitel 1.3.4). 
4.3.1 Spezifische Immobilisierung der SNAP-YFP-Zytokine auf Materialoberflächen 
Durch Fusion der SNAP-Domäne mit einem Zytokin und Funktionalisierung einer Materialober-
fläche mit BG wurden die Fusions-Zytokine (hisSNAP-YFP-hOSM oder -hIL-6) auf einer Mo-
delloberfläche immobilisiert (Abb. 3.21-23 und 3.29-30). In ähnlicher Weise ermöglichte eine 
Interaktion von hAGT und BG die Anbindung von Glutathion S-Transferase auf der Oberfläche 
eines Proteinsensor-Chips, ohne dass die biologische Funktion des Enzyms beeinträchtigt wurde. 
Ein Inhibitor, welcher das aktive Zentrum der hAGT blockiert, unterdrückte diese Oberflächen-
Immobilisierung [202]. Bei Kupplung von hisSNAP-YFP-hOSM und -hIL-6 war die Reaktion 
ebenfalls hochspezifisch, denn nur Zytokine mit einem SNAP-tag interagierten mit einer BG-
modifizierten Oberfläche. Ferner erfolgte eine Anbindung der SNAP-YFP-Zytokine an die Ober-
fläche lediglich bei Vorhandensein der BG-Modifikation (Abb. 3.21-3.23, 3.25 und 3.30). Ver-
gleichbare Resultate wurden bei der Kupplung von GFP, Glutathion S-Transferase (GST) und 
anderer bioaktiver Moleküle an eine Gold- oder Glasoberfläche erzielt [208, 210]. Dementspre-
chend ließ sich auch auf der proteinabweisenden Oberfläche eines Protein-Microarray-Systems 
ohne BG kein hAGT-Fusionsprotein detektieren, während dies bei vorhandener Funktionalisie-
rung möglich war [209]. 
Insbesondere die selektive Anbindung bioaktiver Moleküle auf protein- oder zellabweisenden 
Oberflächen ist für eine Modifikation der Biokompatibilität von Biomaterialien höchst interes-
sant, da sich dadurch Zellinteraktionen und -reaktionen mit der bzw. auf die Materialoberfläche 
spezifisch steuern lassen (Kapitel 1.2.3). Die Beschichtung eines Mikroskopie-Deckglases mit 
einem sternförmigen Co-Polymer aus Poly(ethylenoxid) und Poly(propylenoxid) (star-PEG) 
resultiert ebenfalls in einer hydrophilen, proteinabweisenden Oberfläche [229]. Nach Funktiona-
lisierung der Oberfläche mit BG wurden hisSNAP-YFP-Proteine aber nicht YFP-Proteine ohne 
SNAP-tag auf dieser Oberfläche immobilisiert (Abb. 3.30 B und C). Dieser Befund bestätigt die 
erwähnten Beobachtungen bei der Konstruktion eines Protein-Microarray-Systems.  
Neben einer star-PEG-modifizierten Glasoberfläche war die selektive Kupplung von SNAP-
YFP-Zytokinen auf einem synthetischen Polymer (micromer®-M-beads aus Polystyrol-
Maleinsäure-Anhydrid) und einem Biopolymer (Agarose) erfolgreich. Ferner wurden die Fusi-
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ons-Zytokine sowohl auf planaren (Deckglas) als auch auf sphärischen Objekten (beads) immo-
bilisiert. Diese und andere Untersuchungen [202, 208-210, 239] offenbaren die prinzipielle 
Unabhängigkeit der angewendeten Immobilisierungsstrategie vom Werkstoff und der Werk-
stoffbeschaffenheit. Voraussetzung ist allerdings die mögliche Funktionalisierung des eingesetz-
ten (Bio)materials mit Benzylguanin. 
4.3.2 Stabilität der Bindung 
Grundlegend für Untersuchungen zur Signalübertragung durch immobilisierte Signalmoleküle ist 
deren verlässliche stabile Kupplung an die Modelloberfläche, damit keine Ablösung bei der 
Durchführung von Zellexperimenten erfolgt [148, 158]. Wie bereits bei der Diskussion über die 
His-tag-Affinitäts-Immobilisierung erwähnt (Kapitel 4.2.1) unterscheidet sich die 
Signaltransduktion von lokal desorbierten Zytokinen theoretisch nicht von löslichen Mediatoren. 
Dies könnte zu Fehlinterpretationen bezüglich möglicher Unterschiede zwischen den Effekten 
immobilisierter und löslicher Liganden führen.  
So wurde beispielsweise 72 h nach Inkubation unter Zellkulturbedingungen eine Abnahme von 
10-20 % des auf einer Polymer-Matrix immobilisierten mLIFs detektiert. Auch die Menge an 
stem cell factor (SCF) auf derselben Matrix nimmt innerhalb von 24 h deutlich ab [166]. Beide 
Resultate lassen auf eine teilweise adsorptive Interaktion schließen, die sich mit der erwünschten 
kovalenten Bindung überlagert und damit eine Interpretation der induzierten Effekte erschwert. 
Ebenso induzierte scheinbar immobilisiertes VEGF innerhalb von 30 min eine Phosphorylierung 
des VEGF-Rezeptors [138]. Allerdings zeigte das zur Immobilisierung von VEGF verwendete 
dock and lock-System unter physiologischen Bedingungen und über einen Zeitraum von 120 h 
eine Freisetzung von 40 % des theoretisch kovalent und ortsspezifisch angebundenen Wachs-
tumsfaktors. Mögliche Ursache war vermutlich die Affinität von VEGF zur Heparin-
modifizierten Oberfläche (docking) und eine anschließend unvollständige, photoinduzierte kova-
lente Verknüpfung der adsorbierten VEGF-Moleküle (locking), wodurch sich diese mit der Zeit 
wieder von der Oberfläche ablösten. Die geschlussfolgerte Aktivierung des VEGF-Rezeptors 
durch kovalent verknüpftes VEGF überzeugt von daher nur bedingt, selbst wenn die während-
dessen abgelöste Menge des Signalüberträgers als gering eingeschätzt wurde [138]. Unterstützt 
werden diese Zweifel durch die Feststellung, dass VEGF trotz seiner natürlichen Affinität zu 
Kollagen durch die Rezeptor-Interaktion und anschließende Rezeptor-Internalisierung anschei-
nend von der Kollagen-Matrix abgelöst wird [139]. 
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Nicht erfolgtes locking mit nachfolgender Desorption erscheint bei der Kupplung von SNAP-
YFP-Zytokinen unwahrscheinlich, da 72 h nach der Kupplung keine messbare Abnahme der 
ursprünglichen Fluoreszenzintensität der Zytokin-Partikel registriert wurde (Abb. 3.24 D). Die 
durchgeführten Waschschritte beeinflussten lediglich die Aggregation der Zytokin-beads  
(Abb. 3.24 B) und deshalb lassen diese Resultate auf eine effiziente und stabile Anbindung 
schließen. Die dauerhafte Kupplung von SNAP-YFP-hOSM an die bead-Oberfläche wurde 
ebenfalls unter simulierten Zellkulturbedingungen über einen Zeitraum von 26 h dokumentiert 
(Abb. 3.27). Entsprechende Beobachtungen wurden bei der kovalenten Immobilisierung von 
Insulin und EGF gemacht [148, 151]. Nach einem intensiven Waschprozess im Anschluss an die 
Kupplung blieb die Menge an immobilisierten Insulin auf einer Polymer-Oberfläche trotz 48 h 
Lagerung dieser gewaschenen Immobilisate in Zellkulturmedium konstant. Ferner ließ sich für 
beide immobilisierten Signalmoleküle (Insulin, EGF) nach einer Inkubation mit Zellen weder 
eine Aufnahme durch die Zellen noch eine Oberflächen-Reduktion der Signalmoleküle nachwei-
sen, obwohl eine Rezeptoraktivierung detektiert wurde. Tatsächlich kovalent angebundene Sig-
nalmoleküle bleiben also trotz ihrer Interaktion mit Zellen dauerhaft mit der Oberfläche verbun-
den, auch wenn eine absolute Aussage diesbezüglich schwierig erscheint [148]. 
Die Reaktion zwischen Benzylguanin und einem Cystein-Rest (Thiol) des SNAP-tags resultiert 
in einer Thioether-Verknüpfung zwischen Benzyl-Rest und Cystein [201], welche eine dauerhaf-
te Immobilisierung der SNAP-YFP-Zytokine unter physiologischen Bedingungen gewährleistet. 
Selbst proteindenaturierende Bedingungen (Erhitzen in Gegenwart von β-Mercaptoethanol, 
anionisches Tensid) zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen bewirkten keine Spal-
tung der kovalenten Bindung zwischen einem SNAP-Fusionsprotein und BG-modifizierten 
Biotin oder einem Fluoreszenzfarbstoff [204, 206, 239]. Obwohl sich die kovalente Verknüpfung 
der SNAP-YFP-Zytokine mit einer BG-Oberfläche oder eine mögliche minimale, lokale Ablö-
sung während der Durchführung von Stimulationsexperimenten nicht direkt überprüfen ließ, 
wird anhand der in der Literatur beschriebenen und der eigenen Beobachtungen eine irreversible 
Immobilisierung der SNAP-YFP-Zytokine auf der Modelloberfläche geschlussfolgert (siehe 
auch Kapitel 4.4.2). 
4.3.3 Überprüfung der Ortsspezifität der Anbindung und Unterscheidung von adsorp-
tiver und kovalenter Immobilisierung 
Alle durchgeführten Untersuchungen belegen eindeutig eine stabile Immobilisierung der Fusi-
ons-Zytokine über die SNAP-Domäne, zumal der Anteil an unspezifisch adsorbiertem Protein 
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relativ gering ausfällt. Dennoch zeigte sich auch bei der minimalen Adsorption von YFP-Zytokin 
(Abb. 3.21-23 und 3.25) eine gewisse Stabilität (Abb. 3.24 D) in der Anbindung. Die Proteinad-
sorption wird in erster Linie durch die Materialeigenschaften beeinflusst (Kapitel 1.2.3). Somit 
könnte eine applikationsabhängige Veränderung der materialspezifischen Parameter ebenfalls 
das Verhältnis aus gewünschter ortsgerichteter und unerwünschter unspezifischer Kupplung 
ungünstig beeinflussen. Unerwünschte Desorption könnte unter Umständen nachfolgend ver-
stärkt auftreten und die Effekte einer spezifischen Anbindung überlagern. Adsorptiv gebundene 
bioaktive Moleküle zeigen ferner keine einheitliche Orientierung auf der Materialoberfläche, da 
ihre Bindung über unterschiedliche Proteinbereiche erfolgt. Aktivitätsverluste sind trotz eventu-
eller stabiler adsorptiver Bindung eine wahrscheinliche Folge (Abb. 1.8 A) [74, 85, 168]. Im 
konkreten Fall der IL-6-Typ-Zytokine würde eine Abschirmung der Rezeptor-Bindungsepitope 
aufgrund unspezifischer Adsorption die Wechselwirkungen zwischen Zytokin und Rezeptor 
einschränken [21]. Von daher ist die Kenntnis über die tatsächliche Art der Bindung bioaktiver 
Moleküle an ein Biomaterial unbedingt erforderlich, damit sich potentielle Nebenwirkungen oder 
Funktionsverluste bei Interaktion mit dem biologischen System abschätzen lassen. Ebenso wird 
für eine Beurteilung der Kupplungseffizienz eine verlässliche Unterscheidung zwischen ortsspe-
zifischer, stabiler Kupplung und möglicher unspezifischer Adsorption eines Signalmoleküls auf 
einer Materialoberfläche benötigt. 
Mittels ELISA konnten Recker et al. [240] die Menge der immobilisierten SNAP-YFP-Zytokine 
auf der bead-Oberfläche indirekt bestimmen. Demnach befinden sich ca. 550000 Moleküle auf 
einem Partikel, was einer Oberflächen-Beladung von 20 % entspricht. Durch den Einbau einer 
Protease-Schnittstelle in das SNAP-Fusions-Zytokin konnte die ortsgerichtete Anbindung über-
prüft werden. Die Enterokinase spaltet hisSNAP-YFP-hOSM oder -hIL-6 spezifisch zwischen 
SNAP-Domäne und YFP. Infolge dieses proteolytischen Verdau wurden ca. 80 % der gebunde-
nen Fusions-Zytokine von der Modelloberfläche entfernt (Abb. 3.29). Dieser Befund belegt 
eindeutig die ortsspezifische Kupplung über den N-terminalen Bereich der Fusions-Zytokine 
sowie die daraus resultierende einheitliche Orientierung der immobilisierten Proteine auf der 
Materialoberfläche. Da relativ wenig Protein auf der bead-Oberfläche adsorbierte (Abb. 3.21-23, 
3.24 D, 3.25), sind die nach der Enterokinase-Spaltung verbleibenden 20 % SNAP-YFP-Zytokin 
auf der Micromer-bead-Oberfläche größtenteils die Folge einer unvollständigen Abspaltungsre-
aktion. Aufgrund der ortsspezifischen Anbindung an die Oberfläche und des modularen Aufbaus 
der Fusions-Zytokine (SNAP-YFP-Zytokin) ist eine ungehinderte Interaktion der oberflächenge-
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bundenen Zytokine mit entsprechenden Zellrezeptoren gewährleistet, da kein direkter Kontakt 
der biofunktionellen Komponente (Zytokin) zur Oberfläche besteht.  
Als Alternative zu dieser proteolytischen Kupplungsanalyse wurde beispielsweise durch 
Dithiothreitol (DTT) eine kupplungsbedingte Disulfidbrücke zwischen VEGF und einer 
Fibronektin-Oberfläche reduziert und freigesetztes VEGF mittels Westernblot-Analyse nachge-
wiesen. Auf diese Art konnte sowohl die ortsspezifische Verknüpfung von unspezifischer Ad-
sorption unterschieden als auch die Stabilität der Kupplung unter Zellkulturbedingungen analy-
siert werden [241]. Ferner wurde durch diese Methodik die spezifische Interaktion des 
melanocyte-stimulating hormone (MSH)-Rezeptors mit Melanotropin-konjugierten beads analy-
siert. DTT entfernte in diesem Fall das Melanotropin-Derivat von der bead-Oberfläche und im 
Anschluss ließ sich keine Interaktion mehr zwischen bead und Zelle detektieren [242]. Als nach-
teilig bei dieser Methode erweist sich jedoch die Tatsache, dass Disulfidbrücken häufig die 
Tertiärstruktur von Proteinen stabilisieren wie im Falle von IL-6, OSM und LIF [2]. Eine even-
tuelle Auflösung dieser stabilisierenden Strukturen durch DTT würde die Biofunktion der 
Zytokine reduzieren.  
Von daher bietet sich mit der enzymatischen Spaltung einer Oberflächen-Anbindung ein wesent-
lich eleganterer Weg, da die abgespaltenen Fusions-Zytokine weiterhin funktionell sind  
(Abb. 3.32 C). Vorstellbar wäre die Konstruktion eines drug release-System, bei dem das 
SNAP-YFP-Zytokin oder andere Proteine durch die Aktivität einer Protease freigesetzt werden 
[116]. In diesem Fall wäre ebenfalls die Fusion des Zielproteins mit YFP nützlich, da sich an-
hand der Fluoreszenz der Freisetzungsprozess einer Substanz nachverfolgen lässt. Ferner könnte 
eine Freisetzung autoregulatorisch und lokal erfolgen, da beispielsweise die Enterokinase im 
Dünndarm des menschlichen Körpers normalerweise die Spaltung von Trypsinogen in aktives 
Trypsin katalysiert [243]. 
4.3.4 Biokompatibilität von Benzylguanin 
Insbesondere für potentielle in vivo Anwendungen von Zytokin-modifizierten Biomaterialien ist 
die Biokompatibilität von enormer Bedeutung. Unerwünschte Nebenreaktionen der Material-
oberfläche mit dem biologischen System, speziell durch die für die Zytokin-Anbindung benötig-
te Verknüpfungsgruppe (in dieser Arbeit: Co2+-Kation in TALON®-Matrix, Phenylboronsäure 
oder Benzylguanin), müssen möglichst vermieden werden. Beispielsweise lässt sich sowohl für 
Ni2+-NTA- als auch TALON®-Matrices über einen längeren Zeitraum ein Verlust der Metall-
Ionen nachweisen [183], welche eine unerwünschte Immunantwort in Form einer Allergie indu-
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zieren können [76]. Auch aus diesem weiteren Grund erscheint die Anwendung von TALON®-
bead-Zytokin-Immobilisaten limitiert (Kapitel 4.2.1). 
Die Reaktivität von BG ist auf die hAGT oder den SNAP-tag beschränkt, denn die charakteristi-
sche Reaktion einer BG-Oberfläche mit einem hAGT bzw. SNAP-Fusionsprotein erfolgt auch 
bei Auftreten weiterer Proteine in der Reaktionslösung (BSA im Reaktionsansatz, fehlende 
Reinigung von Expressions-Überständen und bakteriellen Lysaten). Ähnliche Beobachtungen 
wurden bereits in anderen Arbeiten beschrieben [202, 208]. In Stimulationsexperimenten (Kapi-
tel 3.4) wurde außerdem keine Zellreaktion auf BG-modifizierte beads registriert. Ferner werden 
z. B. BG-modifizierte Fluoreszenzfarbstoffe spezifisch an intrazelluläre SNAP-Fusionsproteine 
gebunden und diese markierten Zielproteine im entsprechenden Zellkompartiment detektiert 
[206, 207]. Aufgrund fehlender Interaktionen mit anderen Komponenten des biologischen Sys-
tems wird BG nicht zu Unrecht als chemisch inert bezeichnet [202].  
Aus den fehlenden Nebenreaktionen ergibt sich ein Vorteil gegenüber der von Hodneland et al. 
beschriebenen Immobilisierungs-Methode, welche auf der irreversiblen Reaktion einer Cutinase 
mit 4-Nitrophenylphosphonat basiert [200]. Das auf der Oberfläche befindliche Phosphonat kann 
im Gegensatz zum BG zusätzlich mit einer Anzahl weiterer Esterasen, Lipasen und Proteasen 
reagieren [208] und daher ist das Anwendungsspektrum dieser Methode begrenzt. Diese denkba-
re Limitierung einer Zytokin-modifizierten Biomaterial-Oberfläche ist bei Anwendung der 
SNAP-tag-Methodik nicht zu erwarten, insbesondere wenn BG stabil mit der Materialoberfläche 
verknüpft ist. 
4.3.5 Vorteil des SNAP-tags gegenüber anderen Kupplungs-tags 
Obwohl die SNAP-Domäne in den Fusions-Zytokinen im Vergleich zu tags aus wenigen Ami-
nosäuren bei anderen (enzymatischen) Immobilisierungsmethoden [173, 193, 198, 241] relativ 
groß ist (20 kDa), birgt sie einen Vorteil, indem sie neben ihrer Immobilisierungsfunktion auch 
als eine Art Abstandhalter (spacer) fungiert. Der Einbau von spacern verbessert teilweise die 
biologische Aktivität eines Signalmoleküls, weil er die Flexibilität und Zugänglichkeit des Li-
ganden erhöht. So sollte sich beispielsweise die Diffusion oder Mobilität des Rezeptor-Ligand-
Komplexes in der Zellmembran durch einen Abstandhalter deutlich verbessern lassen, damit eine 
anschließende Rezeptordimerisierung überhaupt möglich ist [114]. Insbesondere für IL-6, wel-
ches als lösliches Zytokin einen hexameren Komplex induziert, sollte die SNAP-Domäne nach 
Immobilisierung von hisSNAP-YFP-hIL-6 diesen förderlichen Nutzen besitzen. Aber auch 
andere immobilisierte Signalmoleküle könnte der SNAP-tag in ihrer biologischen Funktion 
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positiv beeinflussen, im trivialsten Fall durch abstandbedingte Unterdrückung unerwünschter 
Interaktionen mit der Oberfläche, die eine Rezeptor-Assoziation möglicherweise erschweren.  
Letztendlich sorgt die SNAP-Domäne aufgrund ihrer ortsspezifischen Reaktion mit 
Benzylguanin auf der bead-Oberfläche für eine einheitliche Orientierung der SNAP-YFP-
Zytokine, bei der der N-Terminus mit der Oberfläche stabil verknüpft ist, die Zytokin-Domäne in 
das umgebene Medium hineinragt und weitgehend uneingeschränkt mit dem entsprechenden 
Rezeptor interagieren kann. 
4.4 Untersuchung der Signaltransduktion durch immobilisierte IL-6-Typ-
Zytokine 
Eine stabile Verknüpfung der Fusions-Zytokine mit einer Modelloberfläche war für die Durch-
führung von Zellexperimenten Grundvoraussetzung, damit die Effekte von immobilisiertem und 
gelöstem Zytokin eindeutig voneinander unterschieden werden konnten. Aus diesem Grunde 
wurden die IL-6-Typ-Zytokine neben YFP zusätzlich mit dem SNAP-tag fusioniert und durch 
die Reaktion mit Benzylguanin (BG) immobilisiert. Trotz Fusion mit zusätzlichen funktionellen 
Domänen (His-tag, SNAP-tag, YFP) scheint die biologische Aktivität der Zytokine unverändert 
(Abb. 3.5, 3.16, 3.20). Diese Tatsache ist ebenfalls grundlegend für einen objektiven Vergleich 
der Effekte durch immobilisiertes und lösliches Zytokin. Im Gegensatz zu einer Fülle von Studi-
en beschränkte sich dieser Vergleich nicht auf die eher generellen Output-Effekte Proliferation, 
Wachstum, Spreizung und/oder Differenzierung, bei denen die Zielzelle oft als eine Art black 
box betrachtet wird [133, 154, 157, 170, 180, 181, 188, 241, 244-247]. Vielmehr sollten die 
möglichen intrazellulären Unterschiede bei der Signalübertragung, die diesen Output bewirken, 
genauer untersucht werden. Kenntnisse über mögliche Veränderungen intrazellulärer Mechanis-
men sind spätestens beim praktischen Einsatz Zytokin-modifizierter Biomaterialien zur Steue-
rung der Grenzflächen-Interaktionen Material/Zelle von Bedeutung. 
Induktion der Signalkaskade durch planare Oberflächen gegenüber sphärische Partikel 
Viele der bislang durchgeführten Untersuchungen nutzten planare, speziell modifizierte Oberflä-
chen, insbesondere Glasoberflächen, bei mikroskopischen Analysen. Durch Immobilisierung der 
SNAP-YFP-Zytokine auf star-PEG modifizierte Glasoberflächen (Abb. 3.30) können solche 
Untersuchungen prinzipiell nachvollzogen und vertieft werden, zumal eine Interaktion von Zel-
len mit der zellabweisenden Oberfläche spezifisch über das immobilisierte Zytokin erfolgen 
würde. 
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Im Einsatz von modifizierten beads bei der Visualisierung von Zellinteraktionen mit dem immo-
bilisierten Liganden bestehen gegenüber größeren planaren Objekten einige Vorzüge. So exis-
tiert aufgrund der sphärischen Beschaffenheit kleiner Partikel (Ø wenige µm) eine lokal begrenz-
te Interaktionsfläche mit der Zellmembran, an der die Konzentration des immobilisierten Boten-
stoffes relativ hoch ist. Effekte lassen sich so punktuell induzieren und beobachten. Durch Stei-
gerung der bead-Menge bzw. bead-Konzentration im Stimulationsansatz lässt sich außerdem die 
gesamte Interaktionsfläche (Summe aller punktuellen Interaktionen) relativ flexibel gestalten. 
Beispielsweise konnte mit Verwendung von Melanotropin-beads sowohl licht- als auch elektro-
nenmikroskopisch ein spezifischer Kontakt zwischen den Partikeln und Zellen mit melanocyte-
stimulating hormone (MSH)-Rezeptor gezeigt werden [242]. Allerdings muss eine Mindestgröße 
der Partikel (Ø > 1 µm) eingehalten werden, damit die Partikel nicht durch Zellen endozytotisch 
aufgenommen werden können [248]. Diese Mindestgröße sollte gegebenenfalls dem zu untersu-
chenden Zelltyp angepasst werden. So induzierte auf beads immobilisiertes GM-CSF die Diffe-
renzierung von dendritischen Zellen. Allerdings wurden die beads (Ø 4,5 µm) aufgrund der 
phagozytierenden Eigenschaften des Zelltyps im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen, weshalb 
ein Zusammenhang zwischen dem beobachteten Effekt und der Phagozytose nicht direkt ausge-
schlossen werden konnte [163]. Eine Aufnahme von SNAP-YFP-Zytokin-beads wurde bei den 
in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Zellexperimenten nicht beobachtet.  
4.4.1 Rezeptor-Interaktion von Zytokin-beads 
Die Aktivierung einer Signalkaskade erfolgt durch Assoziation des Signalmoleküls (z. B. 
Wachstumsfaktor oder Zytokin) mit den entsprechenden Rezeptoren auf der Zelloberfläche, 
welche im Anschluss dimerisieren (Kapitel 1.1.1). Im Gegensatz zu in Lösung frei beweglichen 
Signalmolekülen könnte eine Immobilisierung des Mediators dessen Interaktion mit seinem 
Rezeptor einschränken oder sogar verhindern. Eine ortsspezifische Anbindung des Botenstoffes 
in einer einheitlichen Orientierung und über Bereiche, die eine Rezeptorbindung möglichst we-
nig beeinflussen, minimiert deshalb eine mögliche Reduktion der Bioaktivität infolge der Immo-
bilisierung. Aufgrund der N-terminalen Fusion mit dem SNAP-tag waren die weiter C-terminal 
gelegenen Bindungsepitope der IL-6-Typ-Zytokine theoretisch für eine uneingeschränkte Inter-
aktion mit dem Rezeptor verfügbar.  
Untersuchungen bei Wachstumsfaktoren belegen, dass auch nach Immobilisierung des Wachs-
tumsfaktors die Phosphorylierung, d. h. Aktivierung des jeweiligen Rezeptor-Komplexes, erfolg-
te, woraus ein spezifischer Kontakt zwischen Botenstoff und Rezeptor geschlossen wurde [138-
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140, 148, 155, 156]. Mikroskopische Analysen zeigten eine Phosphorylierung von Zellproteinen 
nur in Bereichen mit immobilisierten EGF. Besonders interessant ist eine dabei beobachtete 
lokale Phosphorylierung in der Zelle auf Oberflächen mit schmalen Bereichen (wenige µm) an 
immobilisierten EGF. In diesem Fall interagierte eine einzelne Zelle sowohl mit Bereichen ohne 
EGF als auch mit Bereichen mit EGF, wodurch sich das streifenförmige Immobilisierungsmuster 
auf das Phosphorylierungsmuster in der Zelle übertrug. Solche Beobachtungen wurden auf eine 
vermutlich unterdrückte laterale Diffusion und Internalisierung der aktivierten 
Rezeptorkomplexe zurückgeführt [151, 249]. Bei Anwendung der total internal reflection 
fluorescence microscopy (TIRFM) ließ sich ein Zusammenhang zwischen der fleckenförmigen 
Verteilung phosphorylierter, membranständiger Proteine und der EGF-Moleküldichte auf der 
Materialoberfläche nachweisen [250]. All diese Beobachtungen gelten als weitere Indizien für 
die erfolgreiche Interaktion zwischen immobilisierten EGF und EGF-Rezeptor bzw. generell für 
Signalmolekül-Rezeptor-Interaktionen. Dennoch wurde diesbezüglich bislang kein direkter 
Nachweis erbracht.  
Ungebundenes hisSNAP-YFP-hOSM ko-lokalisiert dauerhaft mit gp130id-CFP an der Memb-
ran. Dies ist ein Zeichen für eine spezifische Interaktion des Zytokins mit seiner Rezeptor-
Untereinheit gp130 (Abb. 3.35 A, 3.36), da beispielsweise eine Ko-Lokalisation von YFP-hIL-6 
und gp130id-CFP durch ein sog. Rezeptor-Fusionsprotein, bestehend aus den Zytokin-
Bindungsdomänen von gp130 und IL-6Rα, unterdrückt werden konnte [251]. Bei Verwendung 
von Zytokin-Partikeln ließ sich solch eine spezifische Assoziation von immobilisierten 
hisSNAP-YFP-hOSM und gp130id-CFP allerdings kaum von YFP-beads mit Zellkontakt unter-
scheiden. Bestenfalls wurde ein partieller Einschluss der Partikel durch die Zellmembran beo-
bachtet und eine schwache Akkumulation von gp130id-CFP detektiert (Abb. 3.35 C). Dies lässt 
eine verstärkte Interaktion der Zytokin-modifizierten bead-Oberfläche mit den Rezeptoren in 
diesem Bereich der Zellmembran vermuten. In ähnlicher Weise wurde mit einem Elektronen-
mikroskop eine Akkumulation Melanotropin-modifizierter Mikropartikel in bestimmten Zellbe-
reichen beobachtet, welche auf eine MSH-Rezeptor-Aggregation und bevorstehende Internalisie-
rung der Rezeptoren schließen ließ [242]. Eine in dieser Studie beobachtete Partikel-
Akkumulation könnte allerdings auch unspezifisch (d. h. ohne Zellkontakt oder Rezeptor-
Interaktion) entstanden sein, ähnlich wie teilweise eine Aggregation für die SNAP-YFP-Zytokin-
Partikel beobachtet wurde (Abb. 3.22 A, 3.23, 3.35-39). 
Ein deutlicher Anstieg von gp130id-CFP im Kontakt-Bereich von hOSM-Partikel und Zelle ist 
höchstwahrscheinlich nicht detektierbar, weil die Konzentration an gp130id-CFP in der Mem-
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bran so hoch ist, dass eine vollständige Interaktion der an der Grenzfläche vorhandenen 
hisSNAP-YFP-hOSM-Moleküle mit gp130id-CFP erfolgt und deshalb keine weitere Diffusions-
Rekrutierung von Rezeptor-Molekülen stattfindet. Eventuell ließe sich bei Reduktion der gp130-
Menge in der Zellmembran dessen Akkumulation im Bereich der Interaktionsfläche besser de-
tektieren. Ein direkter Nachweis der Rezeptor-Interaktion und Aktivierung durch immobilisierte 
SNAP-YFP-Zytokine könnte auch durch einen Rezeptor-spezifischen Phospho-Antikörper nach-
gewiesen werden. Eine Phosphorylierung sollte dann, wie für EGF bereits erwähnt, nur an der 
Grenzfläche Partikel/Zelle nachweisbar sein, da der Kontakt mit immobilisierten Zytokin 
höchstwahrscheinlich die laterale Diffusion und die Internalisierung der aktivierten 
Rezeptorkomplexe in der Zellmembran unterdrückt [249, 250]. 
Aus einer eingeschränkten Beweglichkeit der Rezeptoren ergeben sich mehrere Konsequenzen. 
Die Stabilität der aktivierten Rezeptorkomplexe wird vermutlich erhöht und dies beeinflusst die 
anschließende Effektdauer, wie für einige Wachstumsfaktoren beschrieben [114]. Zumindest für 
immobilisiertes EGF und Insulin konnte eine verlängerte Phosphorylierung der Rezeptoren 
nachgewiesen werden [140, 148]. Auch für matrixgebundenes VEGF wurde eine verlängerte 
Rezeptor-Aktivierung beschrieben, die zusätzlich auf einem unterschiedlichen Phosphorylie-
rungsmuster der intrazellulären Domäne des Rezeptors beruhte. Entscheidend dafür war eine 
Assoziation des VEGF-Rezeptors mit einem Integrin-Rezeptor, welche eine Zusammenlagerung 
(clustering) der VEGF-Rezeptoren bewirkte und mit löslichem VEGF nicht beobachtet wurde 
[139]. Auch für die Aktivität anderer Rezeptorkomplexe und die Intensität nachfolgender zellu-
lärer Reaktionen ist ein solches clustering ausschlaggebend [252, 253]. 
Von daher könnte eine Veränderung in der Beweglichkeit der Membranrezeptoren aufgrund der 
Assoziation mit immobilisierten IL-6-Typ-Zytokinen ebenfalls die Signalweiterleitung modifi-
zieren und anknüpfende intrazelluläre Prozesse verändern, auch wenn die eigentliche Rezeptor-
Interaktion von SNAP-YFP-Zytokin durch die Immobilisierung nicht beeinflusst wird. Eine 
möglicherweise geringe Anzahl von Membranrezeptoren und deren eingeschränkte Beweglich-
keit resultierten vermutlich aufgrund mangelnder Rezeptor-Dimerisierung in der schwachen 
Reaktion von 2C4-Zellen auf immobilisiertes hisSNAP-YFP-hOSM (Kapitel 3.4.1). Selbst bei 
ausreichender Rezeptor-Anzahl ist eine Beeinträchtigung der Rezeptor-Dimerisierung durch die 
Liganden-Dichte auf der Partikel-Oberfläche vorstellbar. Beispielsweise würden zu große Ab-
stände zwischen den Signalmolekülen keine Dimerisierung erlauben. Solche Zusammenhänge 
wurde für EGF bereits diskutiert [250]. In diesem Kontext wird nochmals auf die durch den 
Einbau des SNAP-tags höchstwahrscheinlich gesteigerte Flexibilität und Mobilität des Rezeptor-
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Liganden-Komplexes hingewiesen, welche eine nachfolgende Rezeptor-Dimerisierung, insbe-
sondere bei IL-6, begünstigen sollte (siehe auch Kapitel 4.3.5). Allerdings wird diese 
Dimerisierung lokal auf den Kontaktbereich bead/Zelle beschränkt. 
4.4.2 Aktivierung von STAT3 und ERK1/2 durch immobilisierte IL-6-Typ-Zytokine 
Nach erfolgter Interaktion eines Signalmoleküls mit dem entsprechenden Rezeptor und Ausbil-
dung eines aktivierten Rezeptorkomplexes werden intrazelluläre Mediatoren durch Phosphory-
lierung aktiviert. Entscheidend für die Signaltransduktion von IL-6-Typ-Zytokinen ist die Akti-
vierung von STAT3 und der MAP-Kinasen ERK1/2 (Kapitel 1.1.2). Eine Phosphorylierung 
dieser Mediatoren konnte durch immobilisierte SNAP-YFP-Zytokine induziert werden  
(Abb. 3.31-34). Ihre Aktivierung ist auch als indirekter Beleg einer Assoziation von SNAP-YFP-
Zytokin-beads mit gp130 bzw. hOSM-R und einer erfolgreichen Rezeptor-Dimerisierung zu 
werten. Trotz der Immobilisierung von hisSNAP-YFP-hIL-6 und einer daraus resultierenden 
Mobilitätseinschränkung von gp130 und IL-6Rα konnte die Ausbildung des hexameren 
Rezeptorkomplexes induziert werden.  
Die Kupplung von SNAP-YFP-Zytokinen auf die bead-Oberfläche ist als sehr stabil zu werten 
(Kapitel 4.3.2), dennoch zeigten in einigen Stimulationsexperimenten die Überstände von Lage-
rungen der Zytokin-Partikel z. T. eine geringe Aktivität (Abb. 3.31, 3.32 A und 3.33 B), die 
vermutlich auf der Ablösung des minimal unspezifisch gebundenen Zytokins (Abb. 3.22 B, 3.24 
D und 3.25) während der Inkubation beruhte. Eine unspezifische Adsorption lässt sich nicht 
vollständig vermeiden, da hundertprozentig proteinabweisende (Bio)materialoberflächen bislang 
nicht existieren (Kapitel 1.2.3) [64, 74, 84, 85]. In diesem Zusammenhang ist besonders die 
topographische Beschaffenheit der Materialoberfläche zu berücksichtigen. So induzieren die 
Lagerungsüberstände von Zytokin-Agarose-beads bereits nach kurzer Lagerung eine Phosphory-
lierung von STAT3 (Abb. 3.31). Obwohl Agarose aufgrund seines hydrophilen Charakters ei-
gentlich eher proteinabweisend ist (Kapitel 1.2.3), fördert die netzartige, poröse Struktur der 
Polymer-Matrix eine verstärkte Adsorption und verzögerte Freisetzung der SNAP-YFP-Zytokine 
[115]. Aus diesem Grunde ist die Mitführung geeigneter Kontrollen für Zellexperimente beson-
ders ratsam, damit eine mögliche Überlagerung von Effekten durch stabil immobilisiertes und 
adsorbiertes SNAP-YFP-Zytokin unterschieden wird. Generell induzierten die bead-Überstände 
eine deutlich schwächere Phosphorylierung als die Zytokin-Partikel, so dass die beobachtete 
Aktivierung von STAT3 und ERK1/2 hauptsächlich auf der Aktivität des immobilisierten 
SNAP-YFP-Zytokins beruht (Abb. 3.31-34).  
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Anhand der gezeigten Ergebnisse lässt sich eine lokale Ablösung der Zytokine infolge der Re-
zeptor-Interaktion nicht hundertprozentig ausschließen, ähnlich wie es für matrixgebundenes 
VEGF angenommen wurde [139]. Im erwähnten Fall ist der Rezeptor in der Lage durch eigene 
Internalisierung mit ihm assoziiertes VEGF von der Oberfläche abzulösen. Jedoch wurde VEGF 
über die elektrostatische Affinität seiner Bindungsdomäne an eine Kollagen-Matrix gebunden, 
während die SNAP-Domäne eine kovalente Verknüpfung der IL-6-Typ-Zytokine mit der bead-
Oberfläche bewirkt. Auch wenn nicht direkt miteinander vergleichbar, so sei auf eine Studie mit 
IL-2 hingewiesen [158], bei der innerhalb von 24 h ein Verlust von lediglich 0,25 % der ur-
sprünglich kovalent angebundenen Menge IL-2 nach Interaktion mit dem IL-2-Rezeptor nach-
gewiesen wurde. Ferner zeigen weitergehende Untersuchungen mit immobilisierten SNAP-YFP-
Zytokinen, dass nur Zytokin-beads im direkten Kontakt mit Zellen eine Translokation von 
STAT3 (siehe Kapitel 4.4.3) bewirken und dafür teilweise ein einzelnes Zytokin-Partikel ausrei-
chend ist. Diese Translokation wird für Zellen, in deren unmittelbarer Nähe sich Zytokin-Partikel 
befinden, nicht beobachtet [240]. 
Die Aktivierung intrazellulärer Signalproteine wurde auch für eine Reihe anderer Zytokine und 
Wachstumsfaktoren beschrieben und belegte eine erfolgreiche Rezeptoraktivierung durch das 
immobilisierte Signalmolekül [139, 140, 146, 148, 153, 156, 163, 164, 166]. Die aktivierten 
Mediatoren sind unter anderem STAT3, STAT5, PI3-Kinase und Akt sowie die MAP-Kinasen 
p38 und ERK1/2. Für Grb2, ein Adapterprotein der Ras/Raf/MAP-Kinase-Kaskade, wurde die 
EGF-induzierte Assoziation mit dem EGF-Rezeptor mikroskopisch analysiert [250]. 
Speziell die Aktivierung von STAT3 [164, 166] und ERK1/2 [166] in embryonalen murinen 
Stammzellen durch immobilisiertes mLIF unterstützt die in dieser Arbeit erzielten Resultate mit 
hOSM- und hIL-6 beads. Obwohl gewisse Zweifel an der Zuverlässigkeit der stabilen Immobili-
sierung von mLIF bestehen, so scheint der Erhalt der Pluripotenz durch kovalent gekuppeltes 
mLIF induziert, da über eine Dauer von 72 h rein adsorptiv gebundenes Zytokin die Stammzel-
len nicht in einem undifferenzierten Zustand halten konnte [166]. Diese Tatsache unterstreicht 
nochmals die Aussage, dass die durch Zytokin-beads induzierte STAT3- und ERK1/2-
Phosphorylierung tatsächlich auf immobilisiertem IL-6-Typ-Zytokin beruht.  
Auf welche Weise der dauerhafte Effekt von immobilisierten mILF entstand, wurde nicht im 
Detail untersucht. Er basiert jedoch scheinbar nicht auf einer veränderten Nutzung der beiden 
aktivierten Signalkaskaden, da das Verhältnis der phosphorylierten Signalmoleküle 
pMAPK/pSTAT3 relativ konstant blieb, unabhängig von der Stimulation durch immobilisiertes 
oder lösliches mLIF. Vielmehr bestimmt die von der Zytokin-Konzentration abhängige Intensität 
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der Aktivierung das Schicksal der untersuchten Stammzellen [166]. Auch bei hOSM-beads 
wurde eine konzentrationsabhängige Stimulation beobachtet (Abb. 3.33 B). Beads mit einer 
höheren Fluoreszenzintensität bewirken eine stärkere Phosphorylierung als beads mit weniger 
immobilisiertem hisSNAP-YFP-hOSM. Ob dieser Zusammenhang tatsächlich direkt ein kon-
zentrationsabhängiger Effekt (lokale Konzentration an der Kontaktstelle bead/Zelle) ist oder 
indirekt von der Liganden-Dichte auf der Oberfläche abhängt, die eine Rezeptor-Dimerisierung 
möglicherweise beeinträchtigt (siehe Kapitel 4.4.1), müsste genauer analysiert werden. 
Zeitlicher Verlauf der STAT3 und ERK1/2 Aktivierung 
Für hOSM- und hIL-6-beads zeigten sich im zeitlichen Stimulationsverlauf von STAT3 und 
ERK1/2 nur geringfügige Unterschiede im Vergleich zum löslichen Pendant (Abb. 3.32-34). 
Eine Konstanz oder teilweise minimale Zunahme in der Phosphorylierungsintensität nach 60 min 
Inkubation mit Zytokin-beads im Gegensatz zu einer mehr oder minder stetigen Abnahme bei 
löslichem Zytokin könnte als Beleg für eine leicht veränderte Signaltransduktion gewertet wer-
den. Die Unterschiede beruhen aber wahrscheinlich eher auf einer sedimentationsbedingten 
verzögerten Assoziation der Zytokin-beads mit dem jeweiligen Rezeptor als auf einer grundsätz-
lich veränderten Signalweiterleitung. Dadurch verzögert sich folglich auch der Zeitpunkt der 
maximalen Stimulation, da die Signalkaskaden später aktiviert werden. In ähnlicher Weise wird 
auch bei immobilisierten Wachstumsfaktoren eine anfangs niedrige Aktivierung intrazellulärer 
Signalproteine begründet (Abb. 1.6 B): Die untersuchten Zellen benötigen einige Zeit, bis sie an 
die mit Wachstumsfaktoren modifizierte Oberfläche adhärieren und ihre Zellrezeptoren mit den 
Liganden interagieren können. Dagegen treten lösliche Liganden sofort mit der Zelle in Kontakt 
[114]. Für eine verzögerte Interaktion Zytokin/Rezeptor spricht ferner die Tatsache, dass durch 
Einsatz eines Magneten zur beschleunigten Sedimentation der magnetischen beads der zeitliche 
Stimulationsverlauf durch die Zytokin-Partikel in etwa wieder mit dem durch lösliches Zytokin 
ausgelösten Verlauf übereinstimmte (Abb. 3.33). 
Unabhängig von dieser möglichen Verzögerung erreicht die Phosphorylierung der intrazellulären 
Signalproteine nach Stimulation sowohl mit Zytokin-beads als auch mit löslichem Zytokin nach 
etwa 90 min wieder das Ausgangsniveau (Abb. 3.32-34). Dieses Resultat ist identisch mit Er-
gebnissen aus Untersuchungen, bei denen verschiedene Zelltypen über mehrere Stunden mit  
hIL-6 oder hOSM stimuliert wurden und eine transiente Aktivierung mit einer Abnahme der 
Phosphorylierungsintensität von STAT3 nach 90 min nachgewiesen wurde [254, 255]. Aller-
dings steht diese Beobachtung im Widerspruch zu den Resultaten durch immobilisierte Wachs-
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tumsfaktoren [139, 140, 148, 153]. Während die Aktivierung intrazellulärer Signalmoleküle 
durch lösliche Wachstumsfaktoren rasch einen Spitzenwert erreicht, um danach rel. zügig wieder 
auf das Ausgangsniveau zu fallen, induzieren immobilisierte Wachstumsfaktoren einen Aktivie-
rungsverlauf, der zu Beginn langsam ansteigt und später ein teilweise über mehrere Stunden 
konstantes Niveau erreicht (Abb. 1.6 B). Diese dauerhafte Aktivierung intrazellulärer Signalpro-
teine bewirkt schließlich den beobachteten Langzeit-Effekt und kann zum Teil die biol. Funktion 
von Wachstumsfaktoren beeinflussen [153].  
4.4.3 Translokation von STAT3 und Signal-Termination 
Die Phosphorylierung zytoplasmatischer Mediatoren wird in erster Linie von der Rezeptor-
Aktivierung beeinflusst. In der Tat wurden für den Insulin- und den EGF-Rezeptor anfangs eine 
verzögerte, im Nachhinein jedoch deutlich verlängerte Aktivierung durch die immobilisierten 
Liganden nachgewiesen. Als Begründung diente neben der bereits erwähnten Stabilität der 
Zytokin-Rezeptor-Bindung die fehlende Rezeptor-Deaktivierung. So besteht die Möglichkeit, 
dass der Rezeptor aufgrund seiner eingeschränkten lateralen Diffusion in der Zellmembran nicht 
mit Inhibitoren z. B. Phosphatasen interagieren kann [140, 148]. Wahrscheinlicher ist aber die 
unterbundene Degradation des Rezeptorkomplexes, da dieser wegen der Assoziation mit dem 
immobilisierten Signalmolekül nicht, wie bei der Signalabschaltung üblich, internalisiert und 
anschließend degradiert werden kann (Kapitel 1.2.4) [137].  
Auch bei einer Stimulation mit hOSM- oder hIL-6-beads ist davon auszugehen, dass die Rezep-
tor-Internalisierung ausbleibt und ein aktivierter Rezeptorkomplex an der Zellmembran ver-
bleibt. Im Unterschied zu vielen Wachstumsfaktoren wird allerdings die Endozytose des akti-
vierten Rezeptorkomplexes für die Signalabschaltung nicht benötigt [255]. Für die Signalab-
schaltung sorgt der suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3). Eine Expression von SOCS3 
erfolgt nach Translokation von phosphoryliertem STAT3 in den Zellkern und wird durch akti-
viertes STAT3 induziert [256]. 
Da die Translokation von STAT3 nach der Stimulation von Zellen mit Zytokin-beads nicht 
verändert wurde (Abb. 3.37-38), wird auch die Expression von SOCS3 unbeeinflusst sein. Von 
daher ist eine nachfolgende unveränderte Interaktion zwischen SOCS3 und dem aktivierten 
Rezeptorkomplex sehr wahrscheinlich. Die Interaktion von SOCS-Proteinen führt schließlich zur 
Abschaltung der aktivierten Signalkaskaden, indem sie die Funktion der JAKs inhibiert und/oder 
zentrale Bindungsstellen intrazellulärer Signalproteine blockiert [257, 258]. Eine Veränderung 
dieser Rückkopplungshemmung entweder durch einen Knock-out des SOCS3-Gens oder einer 
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mutierten Rezeptorbindungsstelle resultiert in einer verlängerten STAT3-Aktivierung nach IL-6 
Stimulation [4, 256]. Da sich der Aktivierungsverlauf von STAT3 und ERK1/2 trotz Immobili-
sierung der Zytokine nicht sonderlich veränderte (Kapitel 4.4.2), scheint die Signaltransduktion 
weiterhin durch SOCS3 reguliert.  
Vor diesem Hintergrund wirkt die beobachtete Aktivierung von STAT3 und ERK1/2 nach 72 h 
durch immobilisiertes aber auch ungebundenes mLIF auf den ersten Blick etwas irritierend 
[166]. Verständlich wird dies durch die Resultate einiger Untersuchungen, bei denen ein 
biphasischer Aktivierungsverlauf intrazellulärer Signalproteine bei Stimulation mit IL-6-Typ-
Zytokinen nachgewiesen wurde. Einem ersten Maximum nach 90 min folgte mehrere Stunden 
später ein weiteres Maximum [254, 255]. Prinzipiell waren die Zellen wegen des permanenten 
Vorhandenseins an löslichem Zytokin bei diesen Untersuchungen einem ähnlich dauerhaften 
Stimulus ausgesetzt, wie er durch immobilisierte Signalmoleküle besteht. Ein derartiger Stimulus 
oder Aktivierungsverlauf durch lösliches Zytokin ist unter in vivo Bedingungen, abgesehen von 
einer Reihe entzündlicher Erkrankungen, nicht unbedingt der Regelfall. Nach Immobilisierung 
von IL-6-Typ-Zytokinen wird zumindest dieser biphasische Verlauf auftreten. Da immobilisier-
tes mLIF nach 72 h weiterhin einen Effekt induzierte [166], ist ferner davon auszugehen, dass 
sich weitere Maxima im Aktivierungsverlauf intrazellulärer Signalproteine zeigen oder sich die 
Aktivität dieser Signalproteine, wie bei den Wachstumsfaktoren, auf einem konstant erhöhten 
Niveau einpendelt. Diese langfristigen Effekte der immobilisierten IL-6-Typ-Zytokine werden 
sich dann höchstwahrscheinlich auf das natürliche Zellverhalten auswirken. Allerdings fehlen 
diesbezüglich bislang weitere Untersuchungen, die diese Hypothese bestätigen. 
Betrachtung eines Sonderfalls 
Obwohl immobilisiertes Zytokin offensichtlich keine Veränderung in der Signaltransduktion 
bewirkte, wurde ein besonderer Fall bei der Stimulation mit SNAP-YFP-hIL-6-beads dokumen-
tiert (Abb. 3.39). Prinzipiell können die verwendeten beads aufgrund ihrer Größe nicht internali-
siert werden, dennoch umschließt die Zelle ein Zytokin-Partikel. Vermutlich existierte in diesem 
Bereich der Zelle eine ungewöhnlich hohe Konzentration an Rezeptoren, die mit dem hIL-6 auf 
der Partikel-Oberfläche interagierten. Da die Rezeptoren normalerweise internalisiert werden [2], 
könnte die gesteigerte Anzahl der Rezeptor-Interaktionen eine Art „frustrierte“ Endozytose 
auslösen, wobei die Zelle das bead teilweise umschließt. Allerdings bleibt unklar, weshalb es in 
diesem Bereich zu einer Akkumulation von STAT3 kommt und dessen Translokation ausbleibt. 
Ähnlich wie für den EGF-Rezeptor beschrieben, könnte die Internalisierung grundlegend für die 
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STAT-Translokation sein [259]. Diese Voraussetzung würde aber den hier bislang gezeigten 
Beobachtungen sowie den Resultaten anderer Untersuchungen widersprechen [255, 260]. Eben-
falls wurde in weiterführenden Untersuchungen des Öfteren eine minimale Akkumulation von 
STAT3 in der Nähe von SNAP-YFP-Zytokin-Partikeln beobachtet, welche sich jedoch nicht 
negativ auf die Translokation auswirkte [240]. Allerdings scheint ein clustering von Rezeptoren 
durchaus in der Lage, zelluläre Reaktionen zu verändern (Kapitel 4.4.1). Die möglichen Ursa-
chen für die beobachtete STAT3-Akkumulation sind bislang unbekannt. Trotzdem sollte dieses 
außergewöhnliche Zellverhalten bei potentiellen in vivo Anwendungen von IL-6-Typ-Zytokin 
modifizierten Biomaterialien zur Steuerung von Grenzflächen-Interaktionen nicht außer Acht 
gelassen werden. Eventuell ergeben sich aus einer detaillierten Analyse dieses Zellverhaltens 
auch neue Erkenntnisse bezüglich der STAT-Aktivierung an Zytokin-Rezeptoren. 
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5 Zusammenfassung  
IL-6-Typ-Zytokine entfalten neben ihrer bedeutenden Rolle bei der Modulation von Entzün-
dungsreaktionen eine Reihe weiterer Funktionen, die Wachstum, Proliferation und Differenzie-
rung verschiedener Zelltypen beeinflussen. Von daher ermöglicht die Ausstattung von Biomate-
rial-Oberflächen mit IL-6-Typ-Zytokinen eine Steuerung der Grenzflächen-Interaktionen  
Material/Zelle. Neben einer Veränderung der Biokompatibilität bestimmter Werkstoffe lässt sich 
mit Hilfe immobilisierter Zytokine deren Signaltransduktion präziser nachvollziehen. Insbeson-
dere eine Rezeptor-Interaktion kann so im Detail untersucht werden. Voraussetzung für derartige 
Anwendungen ist allerdings die ortsgerichtete und stabile Anbindung der IL-6-Typ-Zytokine, 
damit eventuelle Funktionsverluste oder Freisetzung eine Interpretation der Ergebnisse nicht 
verfälschen. 
• Expression von YFP-markierten Fusions-Zytokinen 
In der vorliegenden Arbeit wurden die IL-6-Typ-Zytokine hIL-6, hOSM und hLIF mit dem 
yellow fluorescent protein (YFP), einem His-tag aus sechs Histidinen und teilweise mit dem 
SNAP-tag fusioniert. Die N-terminale Fusion garantierte eine spätere Immobilisierung in bio-
aktiver Konformation. Außerdem befand sich vor dem YFP eine Enterokinase-Schnittstelle, 
welche bei Bedarf eine Abspaltung der Kupplungs-tags ermöglichte. Die Fusions-Zytokine 
wurden entweder in E. coli oder in stabil transfizierten HEK293-Zellen exprimiert und mittels 
Affinitätschromatographie gereinigt. Speziell bei Expression der SNAP-YFP-Zytokine in  
E. coli wurde eine gesteigerte Spaltung der Fusionsproteine zwischen YFP und Zytokin be-
obachtet. Deshalb empfahl sich die Expression in HEK293-Zellen. Der Einbau der zusätz-
lichen Domänen beeinflusste nicht die biologische Aktivität der Zytokine, so dass diese für 
eine gerichtete Immobilisierung auf einer Modelloberfläche verwendet werden konnten. Die 
Kupplung erfolgte entweder über den His-tag oder über den SNAP-tag. Mittels der YFP-
Domäne konnte der Erfolg einer Kupplung auf eine Oberfläche entweder per konfokaler laser 
scanning Mikroskopie oder per Durchflusszytometrie analysiert und quantifiziert werden. 
• Ortsgerichtete Immobilisierung rekombinanter IL-6-Typ-Zytokine 
Ein zentraler Aspekt der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der Beantwortung der Frage, 
wie sich IL-6-Typ-Zytokine in bioaktiver Konformation stabil auf einer Modelloberfläche 
(beads oder Mikroskopie-Deckglas) immobilisieren lassen. Zu diesem Zweck wurden drei 
Zusammenfassung 
 
147 
Strategien zur ortsspezifischen Immobilisierung von entsprechend modifizierten Proteinen un-
tersucht und miteinander verglichen (Abb. 1.9). 
Eine Immobilisierung der Zytokine über die Affinität des vorhandenen His-tags zu einer  
TALON®-Matrix ermöglichte eine ortsspezifische Anbindung der Zytokine. Allerdings konn-
te ein späteres Ablösen des immobilisierten IL-6-Typ-Zytokins von der Partikel-Oberfläche 
nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund erschien diese Immobilisierungsstrategie für 
die Untersuchung von Unterschieden bei der Signaltransduktion durch immobilisierte und lös-
liche Zytokine ungeeignet.  
Die theoretisch mögliche kovalente Kupplung der Fusions-Zytokine durch eine Cu-TMEDA-
katalysierte Reaktion zwischen den Imidazol-Resten des His-tags und Phenylboronsäure auf 
einer Oberfläche konnte trotz Untersuchung unterschiedlicher Reaktionsbedingungen nicht 
nachvollzogen werden. 
Dagegen erlaubte die SNAP-tag Strategie die erwünschte irreversible und ortsspezifische 
Immobilisierung von SNAP-YFP-Zytokinen auf einer Modelloberfläche unter physiolo-
gischen, nicht toxischen Bedingungen. Unterschiedliche Werkstoffe und deren Eigenschaften 
beeinflussten die Spezifität der Anbindung nicht. Aufgrund der eingebauten Enterokinase-
Schnittstelle im SNAP-YFP-Zytokin ließ sich mittels Enterokinase eine ortsgebundene Kupp-
lung von unspezifischer Adsorption unterscheiden. Hierbei wurden ca. 80 % der immobili-
sierten Zytokine von der Oberfläche entfernt, woraus eine einheitliche Orientierung der Fusi-
ons-Zytokine auf der Materialoberfläche geschlussfolgert wurde. Insbesondere bei Verwen-
dung von weniger proteinabweisenden Materialien wird sich dieser proteolytische Verdau zur 
Beurteilung der Kupplungseffizienz bewähren. Die SNAP-tag basierte Immobilisierungs-
strategie ist deshalb für die Biomaterialforschung ein nützliches Werkzeug, welches eine effi-
ziente Verknüpfung bioaktiver Substanzen mit einer Werkstoffoberfläche ermöglicht. 
• Rezeptor-Aktivierung und Induktion der Signaltransduktion durch immobilisierte IL-6-Typ-
Zytokine 
Die Einschränkung der Beweglichkeit von IL-6-Typ-Zytokinen durch ihre Anbindung an eine 
Oberfläche kann prinzipiell, ähnlich wie für viele Wachstumsfaktoren bereits beschrieben 
(Kapitel 1.2.4), zu einer Veränderung der Rezeptor-Interaktion und in einer veränderten, z. B. 
verlängerten, Aktivierung der anschließenden Signalkaskade resultieren. Diese Veränderun-
gen können wiederum das spätere Zellverhalten beeinflussen und eine Einschätzung der 
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Zytokin-Wirkung erschweren. Aus diesem Grunde wurden die Effekte einer Immobilisierung 
auf die Signaltransduktion genauer analysiert. 
Der primäre Verlauf einer Signaltransduktion durch immobilisierte SNAP-YFP-Zytokine un-
terschied sich nicht grundlegend von löslichen IL-6-Typ-Zytokinen. Eine Rezeptor-
Aktivierung durch Zytokin-beads war möglich und ließ sich durch die Phosphorylierung  
intrazellulärer Signalmoleküle (STAT3 und ERK1/2) belegen. Die Phosphorylierungskinetik 
dieser Signalproteine verändert sich durch die Immobilisierung der Zytokine nicht, da 
höchstwahrscheinlich die Expression von SOCS3, einem wichtigen Regulator der Signalkas-
kaden, unbeeinflusst ist. Unterstützt wird dies von der unveränderten Translokation aktivierter 
STAT3-Moleküle in den Zellkern, welche grundlegend für eine SOCS3-Expression ist. Aller-
dings ist davon auszugehen, dass wegen des permanenten Auftretens der immobilisierten  
IL-6-Typ-Zytokine eine sich ständig wiederholende Aktivierung der verschiedenen Signal-
kaskaden stattfindet, welche unter Umständen Wachstum, Proliferation und Differenzierung 
von Zellen langfristig beeinflussen und verändern kann.  
  
149 
6 Ausblick und Fazit 
6.1 Ausblick 
Durch Anwendung der SNAP-tag-Technik konnten YFP-markierte IL-6-Typ-Zytokine (hOSM 
und hIL-6) über den N-Terminus des Fusionsproteins auf einer Modelloberfläche (beads oder 
Mikroskopie-Deckglas) dauerhaft immobilisiert werden. Die Anbindung der Fusions-Zytokine 
war einheitlich und erfolgte in bioaktiver Konformation, da Zytokin-modifizierte beads sowohl 
eine STAT3- als auch eine ERK1/2-Phosphorylierung in Zellexperimenten induzierten. Ferner 
wurde die Translokation von STAT3 aus dem Zytoplasma in den Zellkern mikroskopisch belegt. 
Trotz Immobilisierung ergeben sich im Vergleich zu löslichen Zytokinen im zeitlichen Aktivie-
rungsmuster der intrazellulären Signalproteine allenfalls geringfügige Unterschiede, was 
höchstwahrscheinlich auf einer unbeeinflussten Expression von SOCS3 beruht.  
Zukünftige Zellexperimente mit immobilisierten IL-6-Typ-Zytokinen sollten deshalb eine Ana-
lyse von SOCS3 oder auch weiterer SOCS-Proteine miteinschließen. Unter Umständen ergeben 
sich hier Unterschiede im Aktivierungsverlauf mit Konsequenzen für das Zellverhalten. Auf-
grund des dauerhaften Vorhandenseins immobilisierter IL-6-Typ-Zytokine empfehlen sich eben-
falls Langzeit-Untersuchungen, die sich mit der Regulation von IL-6-Typ-Zytokin-induzierten 
Effekten bei permanentem Stimulus befassen. Existieren über einen längeren Zeitraum neben 
SOCS3 weitere Mechanismen, die das Zytokin in seiner Wirkung beeinflussen? Vorstellbar wäre 
beispielsweise ein Beitrag der (konstitutiven) Rezeptor-Internalisierung zur (dauerhaften) 
Signaltermination. Diese Rezeptor-Internalisierung wird durch immobilisierte Zytokine verhin-
dert. Oder gibt es einen Mechanismus der letztendlich sogar trotz kovalenter Anbindung der 
Zytokine diese von der Oberfläche entfernt? Eine Abspaltung des Zytokins von der Material-
oberfläche hätte nachfolgend auch Auswirkungen auf eine prinzipiell angenommene Wiederver-
wertbarkeit der Zytokin-beads, welche beispielsweise bei einer in vitro Kultivierung von Zellen 
vorteilhaft sein könnte. 
Außerdem ist die teilweise beobachtete Akkumulation von STAT3 in der Nähe von SNAP-YFP-
Zytokin-Partikeln bislang unerklärlich und bedarf einer umfassenderen Analyse, in deren Verlauf 
sich evtl. neue Einblicke bezüglich der STAT-Aktivierung an Zytokin-Rezeptoren ergeben. In 
diesem Zusammenhang wäre ebenfalls der Einfluss der Oberflächen-Dichte von IL-6-Typ-
Zytokinen auf die Rezeptor-Komplex-Bildung interessant. Besteht eine Korrelation zwischen 
dem Abstand der immobilisierten Zytokine und der Rezeptor-Aktivierung? Ferner drängt sich 
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die Frage auf, ob die Signalweiterleitung möglicherweise auch von der Partikel-Größe und/oder -
Form abhängt.  
Neue Grundlagenkenntnisse über Regulationsmechanismen können schließlich in die Therapie 
entzündlicher Erkrankungen einfließen, bei denen die Syntheserate der IL-6-Typ-Zytokine unna-
türlich hoch ist. Auch bei der Konstruktion von Biomaterialien, die eine Steuerung der Vorgänge 
an der Grenzfläche Material/Zelle in vivo, z. B. die Fremdkörper-Reaktion, ermöglichen sollen, 
sind diese Resultate sehr hilfreich, damit Zellen wie gewünscht reagieren. Langfristige Effekte 
auf das generelle Zellverhalten lassen sich daraufhin präziser abschätzen. Zelltypspezifische in 
vitro Experimente sollten hierbei dennoch als Grundlage dienen. Wie reagieren z. B. Makropha-
gen oder andere Zielzellen der IL-6-Typ-Zytokine auf das immobilisierte Zytokin? Wie wird die 
Zellreaktion auf ein Material durch die Zytokin-Immobilisierung verändert? Was hat das für 
Auswirkungen auf die Biokompatibilität des Werkstoffes in vivo?  
Mit Hilfe immobilisierter Zytokine könnten außerdem in vivo Experimente durchgeführt werden, 
die durch Injektion von löslichem Zytokin unmöglich erscheinen. Während lösliche Zytokine 
diffundieren und evtl. einen systemischen Effekt bewirken, wäre die Reaktion auf das immobili-
sierte Zytokin sehr lokal begrenzt. Der Einbau einer Protease-Schnittstelle (Enterokinase) eröff-
net weitere Möglichkeiten. So könnte der Wirkungsbereich des immobilisierten Zytokins an-
fangs lokal begrenzt und anschließend durch Injektion der Enterokinase ausgedehnt werden. 
Vorstellbar ist auch ein drug release system, bei dem eine gewebespezifische Protease eine 
örtliche Freisetzung der IL-6-Typ-Zytokine induziert [116]. 
Aufgrund der Spezifität der SNAP-tag-Reaktion ist eine Immobilisierung von IL-6-Typ-
Zytokinen aber auch anderen Signalmolekülen auf unterschiedlichen Werkstoffen möglich. 
Grundvoraussetzung ist hierbei die Funktionalisierung der Materialoberfläche mit Benzylguanin. 
Eine Anwendung dieser Immobilisierungsstrategie außer bei der Grundlagen- oder Biomaterial-
forschung ist die in vitro Kultivierung von Zellen. Dadurch ließen sich beispielsweise Aufwand 
aber auch Kosten der Kultivierung verschiedener Zelltypen entweder zu therapeutischen oder 
Forschungszwecken erheblich senken, da auf eine wiederholte Zugabe des Signalmoleküls oder 
eine Ko-Kultivierung von feeder-Zellen verzichtet werden kann. Neben der SNAP-tag-Technik 
basiert auch die CLIP-tag-Technik auf der hAGT-Reaktion. Allerdings zeigt der tag eine erhöhte 
Substratspezifität für Benzylcytosin [206]. Durch Nutzung beider Techniken wäre es möglich 
zwei unterschiedliche Mediatoren gleichzeitig auf einem Werkstoff effizient zu immobilisieren. 
Insbesondere die aufwendige Kultivierung von Stammzellen kann durch eine heterogene Immo-
bilisierung verschiedener Mediatoren ermöglicht oder vereinfacht werden, da sich auf einem 
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geeigneten Biomaterial die biologische Nische der Stammzelle nachbilden und das Schicksal der 
Zelle besser steuern ließe [262]. 
Mit dem CLIP-tag könnte außerdem das YFP substituiert werden. Ein entsprechendes SNAP-
CLIP-Signalmolekül kann weiterhin ortsspezifisch immobilisiert werden, gleichzeitig besteht 
eine Flexibilität bei der Wahl eines Fluoreszenzfarbstoffes [206]. Diese Flexibilität könnte für 
die Intravitalmikroskopie von Bedeutung sein. Beispielsweise wäre die Analyse einer Reaktion 
auf ein Biomaterial mit immobilisiertem YFP-Signalmolekül in einem transgenen Organismus 
mit ebenfalls YFP-markiertem STAT3 äußerst schwierig. Diese Schwierigkeit ließe sich mit dem 
CLIP-tag geschickt umgehen. 
6.2 Fazit 
Die vorliegende Arbeit liefert erste Erkenntnisse, wie sich IL-6-Typ-Zytokine aber auch weitere 
Signalmoleküle stabil und effizient in einer bioaktiven Orientierung auf einer Biomaterial-
Oberfläche immobilisieren lassen. Desweiteren zeigt sie, wie intrazelluläre Signalkaskaden 
durch diese Immobilisierung beeinflusst werden. Das für diese Untersuchungen verwendete 
Modellsystem aus sphärischen Partikeln, auf denen die Fusions-Zytokine immobilisiert wurden, 
ist aufgrund seines modularen Aufbaus (Abb. 1.10) in vielfältiger Weise einsetzbar. Durch mi-
nimale Modifikationen lässt es sich flexibel an unterschiedliche experimentelle Ansprüche an-
passen. Neben der Kupplung auf sphärischen Partikeln ist die in dieser Arbeit beschriebene 
Immobilisierung der IL-6-Typ-Zytokine auf Mikroskopie-Deckgläsern möglich. Die YFP-
Domäne könnte durch einen CLIP-tag ersetzt werden, welcher eine variable Fluoreszenzmarkie-
rung ermöglicht. Das IL-6-Typ-Zytokin kann ebenfalls durch andere Signalmoleküle ausge-
tauscht werden. Schlussendlich besteht aufgrund der eingebauten Enterokinase-Schnittstelle die 
Möglichkeit zum Einsatz als drug release system. Durch Veränderung der Protease-Schnittstelle 
ist ferner eine gewebespezifische Freisetzung vorstellbar. 
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8 Anhang 
8.1 DNS- und AS-Sequenz von hisYFP-Zytokinen 
8.1.1 hisYFP 
Länge des Proteins: 256 Aminosäuren 
Formel : C1293H1971N347O391S9 
Molekülgewicht (mit natürlichem Isotop-Gehalt): 28921,27 Da 
Isoelektrischer Punkt: pI = 5,69 
Zusammensetzung: 
Aminosäure Menge % 
A 11 4,3 
C 2 0,79 
G 24 9,38 
V 17 6,65 
L 21 8,21 
I 12 4,69 
M 7 2,74 
S 10 3,91 
T 15 5,86 
F 13 5,08 
Y 12 4,69 
W 1 0,4 
D 22 8,6 
E 16 6,25 
N 13 5,08 
Q 8 3,13 
H 15 5,86 
K 21 8,21 
R 6 2,35 
P 10 3,91 
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Sequenz: 
> - 771 Nukleotide 
atggctagccatcatcaccatcaccataccggtgatgacgacgataaggccatggtgagcaagggcgaggagctgtt
caccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcg
agggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccacc
ctcgtgaccaccttcggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaa
gtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccg
aggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatc
ctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaa
ggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacaccccca
tcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagctaccagtccgccctgagcaaagaccccaacgag
aagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagta
g 
Translation: 
frame +1 
> - 257 Kodons 
MASHHHHHHTGDDDDKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT
LVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNI
LGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNE
KRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK* 
8.1.2 hisYFP-hLIF 
Länge des Proteins: 445 Aminosäuren 
Formel: C2224H3451N607O650S16 
Molekülgewicht (mit natürlichem Isotop-Gehalt): 49605,11 Da 
Isoelektrischer Punkt: pI = 7,03 
Zusammensetzung: 
Aminosäure Menge % 
A 26 5,85 
C 8 1,8 
G 38 8,54 
V 29 6,52 
L 47 10,57 
I 22 4,95 
M 8 1,8 
S 20 4,5 
T 25 5,62 
F 19 4,27 
Y 19 4,27 
W 2 0,45 
D 29 6,52 
E 19 4,27 
N 27 6,07 
Anhang 
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Q 17 3,83 
H 23 5,17 
K 34 7,65 
R 12 2,7 
P 21 4,72 
 
Sequenz: 
> - 1338 Nukleotide 
atggctagccatcatcaccatcaccataccggtgatgacgacgataaggccatggtgagcaagggcgaggagctgtt
caccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcg
agggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccacc
ctcgtgaccaccttcggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaa
gtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccg
aggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatc
ctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaa
ggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacaccccca
tcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagctaccagtccgccctgagcaaagaccccaacgag
aagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaaggt
tctgcactggaaacatggggcggggagccccctccccatcacccctgtcaacgccacctgtgccatacgccacccat
gtcacaacaacctcatgaaccagatcaggagccaactggcacagctcaatggcagtgccaatgccctctttattctc
tattacacagcccagggggagccgttccccaacaacctggacaagctatgtggccccaacgtgacggacttcccgcc
cttccacgccaacggcacggagaaggccaagctggtggagctgtaccgcatagtcgtgtaccttggcacctccctgg
gcaacatcacccgggaccagaagatcctcaaccccagtgccctcagcctccacagcaagctcaacgccaccgccgac
atcctgcgaggcctccttagcaacgtgctgtgccgcctgtgcagcaagtaccacgtgggccatgtggacgtgaccta
cggccctgacacctcgggtaaggatgtcttccagaagaagaagctgggctgtcaactcctggggaagtataagcaga
tcatcgccgtgttggcccaggccttctag 
Translation: 
frame +1 
> - 446 Kodons 
MASHHHHHHTGDDDDKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT
LVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNI
LGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNE
KRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKVLHWKHGAGSPLPITPVNATCAIRHPCHNNLMNQIRSQLAQLNGSANALFIL
YYTAQGEPFPNNLDKLCGPNVTDFPPFHANGTEKAKLVELYRIVVYLGTSLGNITRDQKILNPSALSLHSKLNATAD
ILRGLLSNVLCRLCSKYHVGHVDVTYGPDTSGKDVFQKKKLGCQLLGKYKQIIAVLAQAF* 
8.1.3 hisYFP-hOSM 
Länge des Proteins: 452 Aminosäuren 
Formel: C2253H3527N647O675S18 
Molekülgewicht (mit natürlichem Isotop-Gehalt): 51054,39 Da 
Isoelektrischer Punkt: pI = 6,78 
Zusammensetzung: 
Aminosäure Menge % 
A 24 5,31 
C 7 1,55 
G 40 8,85 
Anhang 
 
169 
V 22 4,87 
L 48 10,62 
I 18 3,99 
M 11 2,44 
S 22 4,87 
T 24 5,31 
F 19 4,21 
Y 16 3,54 
W 2 0,45 
D 32 7,08 
E 28 6,2 
N 20 4,43 
Q 20 4,43 
H 20 4,43 
K 29 6,42 
R 28 6,2 
P 22 4,87 
 
Sequenz: 
> - 1359 Nukleotide 
atggctagccatcatcaccatcaccataccggtgatgacgacgataaggccatggtgagcaagggcgaggagctgtt
caccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcg
agggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccacc
ctcgtgaccaccttcggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaa
gtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccg
aggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatc
ctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaa
ggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacaccccca
tcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagctaccagtccgccctgagcaaagaccccaacgag
aagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaaggc
ggctataggcagctgctcgaaagagtaccgcgtgctccttggccagctccagaagcagacagatctcatgcaggaca
ccagcagactcctggacccctatatacgtatccaaggcctggatgttcctaaactgagagagcactgcagggagcgc
cccggggccttccccagtgaggagaccctgagggggctgggcaggcggggcttcctgcagaccctcaatgccacact
gggctgcgtcctgcacagactggccgacttagagcagcgcctccccaaggcccaggatttggagaggtctgggctga
acatcgaggacttggagaagctgcagatggcgaggccgaacatcctcgggctcaggaacaacatctactgcatggcc
cagctgctggacaactcagacacggctgagcccacgaaggctggccggggggcctctcagccgcccacccccacccc
tgcctcggatgcttttcagcgcaagctggagggctgcaggttcctgcatggctaccatcgcttcatgcactcagtgg
ggcgggtcttcagcaagtggggggagagcccgaaccggagccggagatag 
Translation: 
frame +1 
> - 453 Kodons 
MASHHHHHHTGDDDDKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT
LVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNI
LGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNE
KRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKAAIGSCSKEYRVLLGQLQKQTDLMQDTSRLLDPYIRIQGLDVPKLREHCRER
PGAFPSEETLRGLGRRGFLQTLNATLGCVLHRLADLEQRLPKAQDLERSGLNIEDLEKLQMARPNILGLRNNIYCMA
QLLDNSDTAEPTKAGRGASQPPTPTPASDAFQRKLEGCRFLHGYHRFMHSVGRVFSKWGESPNRSRR* 
Anhang 
 
 
170 
8.1.4 hisYFP-hIL-6 
Länge des Proteins: 443 Aminosäuren 
Formel: C2224H3472N604O682S18 
Molekülgewicht (mit natürlichem Isotop-Gehalt): 50160,34 Da 
Isoelektrischer Punkt: pI = 5,7 
Zusammensetzung: 
Aminosäure Menge % 
A 25 5,65 
C 6 1,36 
G 29 6,55 
V 23 5,2 
L 44 9,94 
I 21 4,75 
M 12 2,71 
S 25 5,65 
T 27 6,1 
F 21 4,75 
Y 15 3,39 
W 2 0,46 
D 30 6,78 
E 33 7,45 
N 23 5,2 
Q 22 4,97 
H 17 3,84 
K 35 7,91 
R 15 3,39 
P 18 4,07 
 
Sequenz: 
> - 1332 Nukleotide 
atggctagccatcatcaccatcaccataccggtgatgacgacgataaggccatggtgagcaagggcgaggagctgtt
caccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcg
agggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccacc
ctcgtgaccaccttcggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaa
gtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccg
aggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatc
ctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaa
ggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacaccccca
tcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagctaccagtccgccctgagcaaagaccccaacgag
aagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagga
attcgccccagtacccccaggagaagattccaaagatgtagccgccccacacagacagccactcacctcttcagaac
gaattgacaaacaaattcggtacatcctcgacgggatatcagccctgagaaaggagacatgtaacaagagtaacatg
Anhang 
 
171 
tgtgaaagcagcaaagaggcactggcagaaaacaacctgaaccttccaaagatggctgaaaaagatggatgcttcca
atctggattcaatgaggagacttgcctggtgaaaatcatcactggtcttttggagtttgaggtatacctagagtacc
tccagaacagatttgagagtagtgaggaacaagccagagctgtgcagatgagtacaaaagtcctgatccagttcctg
cagaaaaaggcaaagaatctagatgcaataaccacccctgacccaaccacaaatgccagcctgctgacgaagctgca
ggcacagaaccagtggctgcaggacatgacaactcatctcattctgcgcagctttaaggagttcctgcagtccagcc
tgagggctcttcggcaaatgtag 
Translation: 
frame +1 
> - 444 Kodons 
MASHHHHHHTGDDDDKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT
LVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNI
LGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNE
KRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKEFAPVPPGEDSKDVAAPHRQPLTSSERIDKQIRYILDGISALRKETCNKSNM
CESSKEALAENNLNLPKMAEKDGCFQSGFNEETCLVKIITGLLEFEVYLEYLQNRFESSEEQARAVQMSTKVLIQFL
QKKAKNLDAITTPDPTTNASLLTKLQAQNQWLQDMTTHLILRSFKEFLQSSLRALRQM* 
 
8.2 DNS- und AS-Sequenz von hisSNAP-YFP-Zytokinen 
8.2.1 hisSNAP-YFP 
Länge des Proteins: 437 Aminosäuren 
Formel: C2159H3337N579O638S14 
Molekülgewicht (mit natürlichem Isotop-Gehalt): 48061,2 Da 
Isoelektrischer Punkt: pI = 5,85 
Zusammensetzung: 
Aminosäure Menge % 
A 33 7,56 
C 5 1,15 
G 43 9,84 
V 32 7,33 
L 44 10,07 
I 17 3,9 
M 9 2,06 
S 19 4,35 
T 22 5,04 
F 18 4,12 
Y 15 3,44 
W 4 0,92 
D 26 5,95 
E 30 6,87 
N 16 3,67 
Anhang 
 
 
172 
Q 16 3,67 
H 22 5,04 
K 32 7,33 
R 10 2,29 
P 24 5,5 
 
Sequenz: 
> - 1314 Nukleotide 
atggctagccatcatcaccatcaccatgacaaagattgcgaaatgaaacgtaccaccctggatagcccgctgggcaa
actggaactgagcggctgcgaacagggcctgcatgaaattaaactgctgggtaaaggcaccagcgcggccgatgcgg
ttgaagttccggccccggccgccgtgctgggtggtccggaaccgctgatgcaggcgaccgcgtggctgaacgcgtat
tttcatcagccggaagcgattgaagaatttccggttccggcgctgcatcatccggtgtttcagcaggagagctttac
ccgtcaggtgctgtggaaactgctgaaagtggttaaatttggcgaagtgattagctatcagcagctggcggccctgg
cgggtaatccggcggccaccgccgccgttaaaaccgcgctgagcggtaacccggtgccgattctgattccgtgccat
cgtgtggttagctctagcggtgcggttggcggttatgaaggtggtctggcggtgaaagagtggctgctggcccatga
aggtcatcgtctgggtaaaccgggtctgggaaccggtgatgacgacgataaggccatggtgagcaagggcgaggagc
tgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgag
ggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcc
caccctcgtgaccaccttcggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttct
tcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgc
gccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaa
catcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggca
tcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacc
cccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagctaccagtccgccctgagcaaagaccccaa
cgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtaca
agtag 
Translation: 
frame +1 
> - 438 Kodons 
MASHHHHHHDKDCEMKRTTLDSPLGKLELSGCEQGLHEIKLLGKGTSAADAVEVPAPAAVLGGPEPLMQATAWLNAY
FHQPEAIEEFPVPALHHPVFQQESFTRQVLWKLLKVVKFGEVISYQQLAALAGNPAATAAVKTALSGNPVPILIPCH
RVVSSSGAVGGYEGGLAVKEWLLAHEGHRLGKPGLGTGDDDDKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGE
GEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTR
AEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNT
PIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK* 
8.2.2 hisSNAP-YFP-hLIF 
Länge des Proteins: 626 Aminosäuren 
Formel: C3090H4817N839O897S21 
Molekülgewicht (mit natürlichem Isotop-Gehalt): 68745,03 Da (unglykosyliert) 
Isoelektrischer Punkt: pI = 6,72 
Zusammensetzung: 
Aminosäure Menge % 
A 48 7,67 
C 11 1,76 
G 57 9,11 
Anhang 
 
173 
V 44 7,03 
L 70 11,19 
I 27 4,32 
M 10 1,6 
S 29 4,64 
T 32 5,12 
F 24 3,84 
Y 22 3,52 
W 5 0,8 
D 33 5,28 
E 33 5,28 
N 30 4,8 
Q 25 4 
H 30 4,8 
K 45 7,19 
R 16 2,56 
P 35 5,6 
 
Sequenz: 
> - 1881 Nukleotide 
atggctagccatcatcaccatcaccatgacaaagattgcgaaatgaaacgtaccaccctggatagcccgctgggcaa
actggaactgagcggctgcgaacagggcctgcatgaaattaaactgctgggtaaaggcaccagcgcggccgatgcgg
ttgaagttccggccccggccgccgtgctgggtggtccggaaccgctgatgcaggcgaccgcgtggctgaacgcgtat
tttcatcagccggaagcgattgaagaatttccggttccggcgctgcatcatccggtgtttcagcaggagagctttac
ccgtcaggtgctgtggaaactgctgaaagtggttaaatttggcgaagtgattagctatcagcagctggcggccctgg
cgggtaatccggcggccaccgccgccgttaaaaccgcgctgagcggtaacccggtgccgattctgattccgtgccat
cgtgtggttagctctagcggtgcggttggcggttatgaaggtggtctggcggtgaaagagtggctgctggcccatga
aggtcatcgtctgggtaaaccgggtctgggaaccggtgatgacgacgataaggccatggtgagcaagggcgaggagc
tgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgag
ggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcc
caccctcgtgaccaccttcggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttct
tcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgc
gccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaa
catcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggca
tcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacc
cccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagctaccagtccgccctgagcaaagaccccaa
cgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtaca
aggttctgcactggaaacatggggcggggagccccctccccatcacccctgtcaacgccacctgtgccatacgccac
ccatgtcacaacaacctcatgaaccagatcaggagccaactggcacagctcaatggcagtgccaatgccctctttat
tctctattacacagcccagggggagccgttccccaacaacctggacaagctatgtggccccaacgtgacggacttcc
cgcccttccacgccaacggcacggagaaggccaagctggtggagctgtaccgcatagtcgtgtaccttggcacctcc
ctgggcaacatcacccgggaccagaagatcctcaaccccagtgccctcagcctccacagcaagctcaacgccaccgc
cgacatcctgcgaggcctccttagcaacgtgctgtgccgcctgtgcagcaagtaccacgtgggccatgtggacgtga
cctacggccctgacacctcgggtaaggatgtcttccagaagaagaagctgggctgtcaactcctggggaagtataag
cagatcatcgccgtgttggcccaggccttctag 
  
Anhang 
 
 
174 
Translation: 
frame +1 
> - 627 Kodons 
MASHHHHHHDKDCEMKRTTLDSPLGKLELSGCEQGLHEIKLLGKGTSAADAVEVPAPAAVLGGPEPLMQATAWLNAY
FHQPEAIEEFPVPALHHPVFQQESFTRQVLWKLLKVVKFGEVISYQQLAALAGNPAATAAVKTALSGNPVPILIPCH
RVVSSSGAVGGYEGGLAVKEWLLAHEGHRLGKPGLGTGDDDDKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGE
GEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTR
AEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNT
PIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKVLHWKHGAGSPLPITPVNATCAIRH
PCHNNLMNQIRSQLAQLNGSANALFILYYTAQGEPFPNNLDKLCGPNVTDFPPFHANGTEKAKLVELYRIVVYLGTS
LGNITRDQKILNPSALSLHSKLNATADILRGLLSNVLCRLCSKYHVGHVDVTYGPDTSGKDVFQKKKLGCQLLGKYK
QIIAVLAQAF* 
8.2.3 hisSNAP-YFP-hOSM 
Länge des Proteins: 633 Aminosäuren 
Formel: C3119H4893N879O922S23 
Molekülgewicht (mit natürlichem Isotop-Gehalt): 70194,32 Da (unglykosyliert) 
Isoelektrischer Punkt: pI = 6,57 
Zusammensetzung: 
Aminosäure Menge % 
A 46 7,27 
C 10 1,58 
G 59 9,33 
V 37 5,85 
L 71 11,22 
I 23 3,64 
M 13 2,06 
S 31 4,9 
T 31 4,9 
F 24 3,8 
Y 19 3,01 
W 5 0,79 
D 36 5,69 
E 42 6,64 
N 23 3,64 
Q 28 4,43 
H 27 4,27 
K 40 6,32 
R 32 5,06 
P 36 5,69 
 
Anhang 
 
175 
Sequenz: 
> - 1902 Nukleotide 
atggctagccatcatcaccatcaccatgacaaagattgcgaaatgaaacgtaccaccctggatagcccgctgggcaa
actggaactgagcggctgcgaacagggcctgcatgaaattaaactgctgggtaaaggcaccagcgcggccgatgcgg
ttgaagttccggccccggccgccgtgctgggtggtccggaaccgctgatgcaggcgaccgcgtggctgaacgcgtat
tttcatcagccggaagcgattgaagaatttccggttccggcgctgcatcatccggtgtttcagcaggagagctttac
ccgtcaggtgctgtggaaactgctgaaagtggttaaatttggcgaagtgattagctatcagcagctggcggccctgg
cgggtaatccggcggccaccgccgccgttaaaaccgcgctgagcggtaacccggtgccgattctgattccgtgccat
cgtgtggttagctctagcggtgcggttggcggttatgaaggtggtctggcggtgaaagagtggctgctggcccatga
aggtcatcgtctgggtaaaccgggtctgggaaccggtgatgacgacgataaggccatggtgagcaagggcgaggagc
tgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgag
ggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcc
caccctcgtgaccaccttcggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttct
tcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgc
gccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaa
catcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggca
tcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacc
cccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagctaccagtccgccctgagcaaagaccccaa
cgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtaca
aggcggctataggcagctgctcgaaagagtaccgcgtgctccttggccagctccagaagcagacagatctcatgcag
gacaccagcagactcctggacccctatatacgtatccaaggcctggatgttcctaaactgagagagcactgcaggga
gcgccccggggccttccccagtgaggagaccctgagggggctgggcaggcggggcttcctgcagaccctcaatgcca
cactgggctgcgtcctgcacagactggccgacttagagcagcgcctccccaaggcccaggatttggagaggtctggg
ctgaacatcgaggacttggagaagctgcagatggcgaggccgaacatcctcgggctcaggaacaacatctactgcat
ggcccagctgctggacaactcagacacggctgagcccacgaaggctggccggggggcctctcagccgcccaccccca
cccctgcctcggatgcttttcagcgcaagctggagggctgcaggttcctgcatggctaccatcgcttcatgcactca
gtggggcgggtcttcagcaagtggggggagagcccgaaccggagccggagatag 
Translation: 
frame +1 
> - 634 Kodons 
MASHHHHHHDKDCEMKRTTLDSPLGKLELSGCEQGLHEIKLLGKGTSAADAVEVPAPAAVLGGPEPLMQATAWLNAY
FHQPEAIEEFPVPALHHPVFQQESFTRQVLWKLLKVVKFGEVISYQQLAALAGNPAATAAVKTALSGNPVPILIPCH
RVVSSSGAVGGYEGGLAVKEWLLAHEGHRLGKPGLGTGDDDDKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGE
GEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTR
AEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNT
PIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKAAIGSCSKEYRVLLGQLQKQTDLMQ
DTSRLLDPYIRIQGLDVPKLREHCRERPGAFPSEETLRGLGRRGFLQTLNATLGCVLHRLADLEQRLPKAQDLERSG
LNIEDLEKLQMARPNILGLRNNIYCMAQLLDNSDTAEPTKAGRGASQPPTPTPASDAFQRKLEGCRFLHGYHRFMHS
VGRVFSKWGESPNRSRR* 
8.2.4 hisSNAP-YFP-hIL-6 
Länge des Proteins: 624 Aminosäuren 
Formel: C3090H4838N836O929S23 
Molekülgewicht (mit natürlichem Isotop-Gehalt): 69300,27 Da (unglykosyliert) 
Isoelektrischer Punkt: pI = 5,83 
Zusammensetzung: 
Aminosäure Menge % 
A 47 7,54 
C 9 1,45 
G 48 7,7 
Anhang 
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V 38 6,09 
L 67 10,74 
I 26 4,17 
M 14 2,25 
S 34 5,45 
T 34 5,45 
F 26 4,17 
Y 18 2,89 
W 5 0,81 
D 34 5,45 
E 47 7,54 
N 26 4,17 
Q 30 4,81 
H 24 3,85 
K 46 7,38 
R 19 3,05 
P 32 5,13 
 
Sequenz: 
> - 1875 Nukleotide 
atggctagccatcatcaccatcaccatgacaaagattgcgaaatgaaacgtaccaccctggatagcccgctgggcaa
actggaactgagcggctgcgaacagggcctgcatgaaattaaactgctgggtaaaggcaccagcgcggccgatgcgg
ttgaagttccggccccggccgccgtgctgggtggtccggaaccgctgatgcaggcgaccgcgtggctgaacgcgtat
tttcatcagccggaagcgattgaagaatttccggttccggcgctgcatcatccggtgtttcagcaggagagctttac
ccgtcaggtgctgtggaaactgctgaaagtggttaaatttggcgaagtgattagctatcagcagctggcggccctgg
cgggtaatccggcggccaccgccgccgttaaaaccgcgctgagcggtaacccggtgccgattctgattccgtgccat
cgtgtggttagctctagcggtgcggttggcggttatgaaggtggtctggcggtgaaagagtggctgctggcccatga
aggtcatcgtctgggtaaaccgggtctgggaaccggtgatgacgacgataaggccatggtgagcaagggcgaggagc
tgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgag
ggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcc
caccctcgtgaccaccttcggctacggcctgcagtgcttcgcccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttct
tcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgc
gccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaa
catcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggca
tcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacc
cccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagctaccagtccgccctgagcaaagaccccaa
cgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtaca
aggaattcgccccagtacccccaggagaagattccaaagatgtagccgccccacacagacagccactcacctcttca
gaacgaattgacaaacaaattcggtacatcctcgacgggatatcagccctgagaaaggagacatgtaacaagagtaa
catgtgtgaaagcagcaaagaggcactggcagaaaacaacctgaaccttccaaagatggctgaaaaagatggatgct
tccaatctggattcaatgaggagacttgcctggtgaaaatcatcactggtcttttggagtttgaggtatacctagag
tacctccagaacagatttgagagtagtgaggaacaagccagagctgtgcagatgagtacaaaagtcctgatccagtt
cctgcagaaaaaggcaaagaatctagatgcaataaccacccctgacccaaccacaaatgccagcctgctgacgaagc
tgcaggcacagaaccagtggctgcaggacatgacaactcatctcattctgcgcagctttaaggagttcctgcagtcc
agcctgagggctcttcggcaaatgtag 
  
Anhang 
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Translation: 
frame +1 
> - 625 Kodons 
MASHHHHHHDKDCEMKRTTLDSPLGKLELSGCEQGLHEIKLLGKGTSAADAVEVPAPAAVLGGPEPLMQATAWLNAY
FHQPEAIEEFPVPALHHPVFQQESFTRQVLWKLLKVVKFGEVISYQQLAALAGNPAATAAVKTALSGNPVPILIPCH
RVVSSSGAVGGYEGGLAVKEWLLAHEGHRLGKPGLGTGDDDDKAMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGE
GEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTFGYGLQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTR
AEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNT
PIGDGPVLLPDNHYLSYQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKEFAPVPPGEDSKDVAAPHRQPLTSS
ERIDKQIRYILDGISALRKETCNKSNMCESSKEALAENNLNLPKMAEKDGCFQSGFNEETCLVKIITGLLEFEVYLE
YLQNRFESSEEQARAVQMSTKVLIQFLQKKAKNLDAITTPDPTTNASLLTKLQAQNQWLQDMTTHLILRSFKEFLQS
SLRALRQM* 
8.2.5 Signalsequenz IL-6 
Für die eukaryotische Expression der SNAP-YFP-Zytokine mit HEK293-Zellen befand sich vor 
dem eigentlichen Konstrukt zusätzlich die Signalsequenz von IL-6. Die translatierte Sequenz 
sorgt für eine Einschleusung des Fusions-Zytokins in den sekretorischen Weg. 
Sequenz: 
> - 84 Nukleotide 
atgaactccttctccacaagcgccttcggtccagttgccttctccctggggctgctcctggtgttgcctgctgcctt
ccctgcc 
Translation: 
frame +1 
> - 28 Kodons 
MNSFSTSAFGPVAFSLGLLLVLPAAFPA
  
178 
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